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I i' I E l  ni t rdgsno ggse--~xQJ~ cons t i tuye  
-2 ' 
$ 1 .  de l a  atmdsfera t e r r e s t r e ,  per0 en e s a  condicidn de gas i n e r t e  , , 
I ,  . . _  no r-sde s e r  u t i l i z a d o  por l a  mayorla de 10s organismos. 71.- . I 9  - . . - 1;. 
Sdlo algunos microorganismbsprocariotas ( b a c t e r i a s  y a l -  
p 1.: 
-A - 
- 
., gas azules  o c i anof lceas )  t i e n e n  l a  capacidad de f i j a r  e l  n i -  s 
d '  
' I kl' 
4" trdgeno molecular. La f i j a c i d n  b io ldg ica  de N2 es  l a  conver- 
r : ?  
s i d n  enzimatica de d in i t rdgsno de l a  atm6sfera a  NH3 mediante 
l a  a c t i v i d a d  de l a  n i t rogenasa .  Todos 10s organismos que fi- 
?i jan N2 cont ienen e s t a  enzima,cuya e s t r u c t u r a  no parece d i f e r i r  
f signif icat ivamefi te  de una espec ie  f  i jadora a  o t r a .  Wingfin 
" organism0 s u p e r i o r  p resen ta  e s t a  capacidad, s i  b ien  algunos pax . .I C I .  -1 
' i c i p a n  indirectamente a  t r av6s  d e l  es tablec imiento  de a s o c i a c i o m l ,  - '; 
imbioticas obligatorias o  asociativas con bacterias o  a1  gas a z u l e s  f i j a -  
Bras de N,. 
i1 I* 1 L 
-,- ]A d i fe renc io  de l a  16ap6tla de l a s  b a c t e r i a s  f i j a d o r a s  que 
. 1: J 
neces i tan  energia  exdgena para  f i j a r  n i t r6gen0,  l a s  a l g a s  a z u l e s  
convier ten fo toauto t rdf icamente  l a  ene rg ia  s o l a r  en l a  energ5a 
requerida para  l a  f i j a c i d n  de N2. Por l o  t a n t o ,  s u  empleo r e p r c  
I , sen ta  l a  forma mas d i r e c t a  de u t i l i z a r  energfa  s o l a r  pa ra  i n c r e -  mentar e l  n i t rdgeno d isponib ld ,  de donde der ivan  sus  p o s i b i l i d a -  
I des ag r sco las  como b i o f e r t i l i z a n t e s  y a l i m e n t i c i a s  como f u e n t e  de p r o t e h a s .  
L 
1 ,  'Con respec to  a  s u  a p l i c a c i d n  como b i o f e r t i l i z a n t e  l a  expe- 
. . 
r ieAcia obtenida en 10s a r r o z a l e s  de l a  India  ind ica  que e l  a g r e  
gad0 de a l g a s  a 1  sue lo  ( a l g a l i z a c i d n )  equiva le  a  f e r t i l i z a r  con 
20-30 kg. de N comercial/ha/cosecha; y  que en e l  caso de u t i l i -  
za r  f e r t i l i z a n t e s  comerciales ,  s e  puede reemplazar un 30% de 105 
mismos por  inoculacidn a l g a  1.0 que ya rep resen ta  una economsa 
, ' - . I 
- , . .  - flKii , 
considerable. Si ademgs se tiene en cuenta que el precio de estos 
fertilizantes ests directamente relacionado con el de 10s combusti 
bles fdsiles, todo ahorro en el consumo de nitrdgeno ,qulmico, @in 
afectar la productividad, implicarla una ve-'a;a significativa en 
estos mementos. de crisis energetick mundial. 
- .  T 
- 5 :  Sabe destacar por otra parte, que el costo de 10s biofertii* 
I zanres algales no sdlo es considerablemente m6s bajo que el de 10s 
11 I. 
7 ;  productos qulmicos sino que ademas aumentan el rendimiento del cul. 
- 
tivo por accidn de las sustancias bioldgicamente activas que libe- 
- 
I; 'cy ran a! medio. 
I>--- I f l  
'- a ios efectos de asegurar una mejor implantacidn de las a1- l lr 'd L, t 
:: 1 
. A :  gas en el suelo, es de fundamental importancia conocer la flora 
-1 
- algal indfgena, composicidn e incidencia relativa de formas btj .A 
- - 
.. J 1; I les (fijadoras de N2), sobre todo cuando se requiere reforzar la l*' , ,  + A flora autdctona con especies locales Jeleccionadas por su eleva- 
' ' I  da capacidad de fijacidn, o ipplantarlas en regiones pokres en 
:h -A formas titiles. & - - I  
. , I  En base a estas consideraciones, nos pareci6 de interes ini- 
c-_.r en nuestro pafs la seleccidn de algas azules fijadoras N at- 
mosf€rico con miras a su aplicacidn en la sgricultura coma bi6fer 
tilizantes. 
El presente trabajo de tesis se realize a partir de cepas 
unialgales aisladas por Delia R. de.Halperin de arrozales de Ar- 
gentina (Entre Rfos, Concepcidn del Uruguay, 1966) en un medio 
selectivo carente de nitrdgeno combinado, en el cual se mantianen 
por transplantes sucesivos. 
1 I 
1  I Un requisito indispensable para asegurar fehacientemente la 
d-'l capacidad de fijar N2 de las algas en estudio, fue medir esta pro- 
' 1 '  
i- piedad en condicidn de cultivo axenico. De acuerdo a nuestra ex- 
.- I I - 
. 1  -ql 
- periencia, el metodo m8s eficaz para lograr dicha condicidn es la 
I 
.: , I /  irradiacien con luz ultravioleta (U.V.) pe-- dadas las propieda- 
' -. 
!. . 1 
- 1 .  - 
. . .& . do pro te ico  de l a  misma a 10s 60 dlas .  
3 , '  " ' r - .  :ALP& - 
. . 
.d. <. - " , .  . '  I .-* 
k.. 6 : Ai - ; , , 8 ,  7.. kgd- :;. -57, . . 
9 . 8. :;'.T - a - :  
8 -  - - I * %  '.. '/ .-p 
'I i . - .  
I , '  FHF,!< f: 1 - . . .  L I .  I - /$ --." L.: 
' - 1  
cas de e s t e  agente f l s i c o ,  consideramos oportuno de 
t e m i n a r  estadfst icamente s i  e s t e  
. - 8  ; 1';::; ';m , ,, -3;n, . 
en un medio carente  de nitrdgeno combinado. I 
t i n t o s  in tervalos  . 
b- Preparacidn de subcult ivos y determinacidn de s u  
- viab i l idad .  
c -  Controles de pursza para v e r i f i c a r  axenidad, 
2 i -  Comparacidn de l a  capacidad de f i j a r  nitrdgeno 
de l a s  cepas o r ig ina l e s ,  s i n  i r r ad i ac idn  y de l a s  axgnicas (efec- 
t o  de l a  i r r ad i ac idn  con U.V.) . 
3. - SeBetc tdri de buenas f i jadoras de N2 
I Para cada cepa estudiada s e  determinaron 10s s igu ien tes  
pardmetros: peso seco de l a  masa a l g a l  i n i c i a l  y f i n a l  ( a 10s 
, 60 d l a s ) ;  pH i n i c i a l  y f i n a l  de medio de cult iwo; volumen f i n a l  
.' ; . . 
P .  ,i del  mismo y N f i  jado en mg de N/100 m l  de medio de cu l t i vo  li- 
-e -2- 
. - . -  - 
bre  de N combinado, porcentaje de N de l a  masa a l g a l  y conteni-  
ANTECEDENTES 
, ,  I 
' I '  ' .  
I_ A&2-; -4 i :: &&; : :;h I .-. Y r. I .  -
- Cianoflceas  f  i jadoras  den ni t rbgeno:  E l  e s t u d i o  de la:!, . 
n de N2 en a l g a s  a z u l e s  -.anoffceas) puede 
e s  perfodos (Stewart ,  1974). 
1.1-Perfodo 1889-1953 
Desde 10s primeros e s tud ios  sobre  l a  f i j a c  
2 ,  s e  sefiaf6 l a  p o s i b i l i d a d  de que l a s  a l g a s  r e a l i z a r a n  - 
e s t e  proceso. Ya en 1889, Frank afirm6 que e l l a s  e r a n  capaces - 
_ ~ >  aprovechar e l  n i t r6geno d e l  s i r e .  de acuerdo a r e su l t ados  
obtenidos en sue los  que contenfan una mezcla de a l g  
e rdes .  A p a r t i r  de dicha aecha, s e  logrd  ev idenc ia r  e s t a  p r o - - :  
iedad  en d ive r sas  cepas de a l g a s  a z u l e s ,  per0 10s t r a b a j o s  fue- 
ron cuest ionados dado que s e  u t i l i z a r o n  tgcnidas  qufmicas ina -  .I:, 
s o c u l t i v o s  no a x h i c o s ,  e s  d e c i r  que no q 
tada l a  posi'trilidad de que 10s organismos responsabl  
ci6n de N 2 ,  ' fueran  l a s  b a c t e r i a s  asociadas  con l a s  a l g a s .  Por o-  - i  
Y'Q t r a  p a r t e ,  en muchos casos 10s r e s u l t a d o s  fueron  negat ivos  debido l.1, 4 
- a que s e  in ten taba  demostrar f i j a c i 6 n  de N2 en a l g a s  no c i a n o f i -  2'- 
teas, en p a r t i c u l a r  a l g a s  verdes.  Actualmente s e  sabe que l a s  
c i anof lceas  son l a s  finicas a l g a s  que poseen l a  capacidsd de f i j a r  
n i t rdgeno a tmosf€r ico ,s iendo junto  con l a s  b a c t e r i a s  f o t o s i n t g t i -  
cas  10s dos grupos con espec ies  que ademls de f i j a r  COZ, f i j a n  
En 1914, Pringsheim disefib e l  primer metodo que asegura 
l a  obtenci6n de c u l t i v o s  puros de a l g a s  a z u l e s .  En e s t a s  condi-8- 
c u l t i v o s  ax6nicos.  
. .  . . 
. '. 
I 
La prueba d e f i n i t i v a  de que algunas especies de a lgas  azu- - 
l e s  poseen l a  capacidad de f i j a r  N2 s e  obtuvo en 1928, cuando , f i .  
Drewes demostr6 qua dos cepas de cianof5ceas en cu l t ivo  puro I@- =. 
~ ~ O U Z  v & U  y ~ * O C  punctidorn ( l  f i  j aban N elemental. , - - . T -  x\ 
,; ; .+-a All i son  y colaboradores (1950- 1937) confirmaron l a  capacidad#! 
- I I  
. de f i j a c i d n  de o t r a  cepa con he te roc i s tos  : ffoktoc w c o m  a i ~ l a -  . - 
1 
. ,  
- I-'- da del  suelo ,  y obtenida en condici6n axgnica mediante luz U.V. 
I %  Ademcls determinaron l a s  condiciones que favorecen l a  f i j a c i d n  de N 2 ,  
en t re  e l l a s  l a  a i reac idn  de 10s c u l t i v o s  con a i r e  conteniendo 1% dl'ig 
de C 0 2 .  v I I - I I 
a'-: 
En 1932, Copeland obtuvo evidencias de f i j a c i d n  de N2 en '- 74 
.. I. cepas s i n  he t e roc i s to s  provenientes de aguas termales,  per0 sus 
. . - 10s fueron cuestionados por no s e r  axenicas. 
I Las invest igaciones  de F r i t s ch  y De (1938) y De (1939) de- . :' 
m o s t - ~ r o n  l a  f i j a c i d n  de Nt en t r e s  especies de Ambarn a i s ladas  ' , 
de suelos  de a r roza l e s  de l a  India y fueron 10s primeros en reco- l i  
1 I 
- nocer l a  importancia de l ao  a lgas  azules  en e l  economla de l  N de- .I I 
1 .;% dichos suelos .  
- -t 
' f ' .  ,a Borte ls  (1940) a i s l d  de muestras de suelo,  va r i a s  cepas de 
. - I l 
I *  No~2ocaceae per tenecientes  a l o r  g6neros Noqtuc, A M b a e ~  y CyLin- 4 d d4~bpUmum y es tud i6  l a  in f luenc ia  del  molibdeno (Mo) sobre l a  cah 5 J pacidad de f i j a c i d n  de cepas ax6nicas y no axgnicas. Los valores  
'k e f i j a c i d n  de N2 obtenidos para 10s dos (Iltimos gdlreros c i tados ,  ; i 
' 4  
- - 
- i 
-', en condicidn axgnica s i n  y con agregado de Mo demostraron e l  r e -  bq 
- 'I querimiento de e s t e  elemento para una mayor e f i c a c i a  en dicho pro- 
I 1- 5.- - - 7- - 
Los va lores  de f i j a c i d n  de las- 'cepas axenicas mencionadas de 
aqui en adelante  y que han s ido  determinados por e l  metodo 
de Kjeldahl ,  s e  consignan en e l  punto 1.4 de Cianoflceas fi- jadoras de N2. 
Celula vegs ta t iva  di ferenciada t l p i c a  de l a s  a lgas  azules ,  ; 
cuya e s t r u c t u r a  y funcidn se v e r s  mgs adelante .  I .I.. - 4 
En e l  aflo 1940, se suponfa en genera l ,  que l a s  a l g a s  inteyi:.l 
venIant en e l  proceso de f i j a c i d n  en  2 formas d i f e r e n t e s :  d i r e c t a -  
mente,, f i  jando N2 e indirectamente,  s u i n i s t r a n d o  a l a s  b a c t e r i a s  
f i j a d o r a s  de N2,  en e s p e c i a l  Asotofxzcta, 1-0s compuestos de carbon0 
necesar ios  como fuen te  de e n a g l a  pa ra  e l  proceso de f i j a c i d n .  
"tokes (1940;1941), concluyd de sus  exper ienc ias  que e l  r o l  ind i -  
:to e s  pequeflo o i n e x i s t e n t e  y que l a s  a l g a s  a z u l e s  deben s e r  
consideradas como p a r t i c i p a n t a s  d i r e c t o s  en l a  f i j a c i d n  de N2 en 
e l  sue lo .  
-1  ' 
Fogg (1942), observd que l a  f i j a c i d n  de N2 en Anubauta yf in-  
dnica, como en o t r o s  organismos f i j a d o r e s ,  no ocur re  en presencia  
de un c i e r t o  n i v e l  de N combinado. Para l a  cepa mencionada, l a  
i n h i b i c i d n ~ ~ d e  l a  f i j a c i d n  ocur r l a  con una concentracidn mayor de 
4 ppm de n i t r a t o  en e l  medio de c u l t i v o .  Obtuvo resu l t ados  corn- 
' parables  en una exper iencia  s i m i l a r  con c l o r u r o  de amonio. r .  
L I En 1946, H l r i s s e t ,  determind f i j a c i d n  de N2 en un c u l t i v o  
puro de Nodtoc muconurn no indicando 10s mgtodos u t i l i z a d o s  para 
v e r i f i c a r  l a  axenidad d e l  mismo. ,I 
Se debe a Fogg (1947) l a  primera resefia sobre  l a  f i j a c i d n  
de N2 por a l g a s  azu les .  Como h a s t a  e r a  fecha s d l o  habla  pruebas 
convincentes de dicha' capacidad en espec ies  de 10s gQneros Nobtoc, 
Anabaena, CyUndnodpehnunr y ArrC4bhz, todas  p e r t e n e c i e n t e s  a l a s  Hobto- 
CUW, s e  pens6 que l a  f i j a c i d n  de N2 e s t a r I a  confinada a dicha 
fami l i a .  E l  a u t o r  ind ica  ademas l a s  condiciones n e c e s a r i a s ,  co- 
nocidas h a s t a  entonces,  para  que ocur ra  f i j a c i d n  de N 2 :  crecimien- 
t o  a c t i v o  d e l  c u l t i v o ,  ausencia  de N combinado, presencia  de Mo 
en e l  medio y pH relat ivamente a l c a l i n o .  Destaca tambiln:  1-que 
l a s  a l g a s  a z u l e s  son 10s organismos a u t o t r d f i c o s  m i i s  completios 
por  s i n t e t i z a r  l a s  sus tanc ias  b i o l d g i c a s  necesa r i a s  a p a r t i r  de 
C 0 2 ,  agua, N2 y s a l e s  minerales  y 2 -  que e l  n i t rdgeno f i j a d o  por  
e l l a s  puede s e r  asimilado por organismos no f i j ado re s .  Considera 
tambien l a  importancia de l a s  c ianof iceas  en 10s d i s t i n t o s  h sb i t a t s  
donde res iden,  especia lnente  en suelos  t rop ica les .  
A 1  afio s igu ien te ,  Virtanem (1 948) public6 tambibn una revisidn 
re fe r ida  principalmente a l a  f i s i o l o g i a  y bioqulmica de l a  f i j a c idn  
de N2.  
La primera c i t a  de f i j a c i d n  por una cianofscea axgnica no 
' a per teneciente  a l a s  Nobtocaceae, l e  correspondid a Fogg (1951), I I 
I-; t r quien demostr6 dicha capacidad en un c u l t i v o  de Masfigodhdu M- 
1 nosus ( w o n a c e a e )  especie  c a r a c t e r i s t i c a  de aguas termales.  
- I Watanabe (1951) y Watanabe e t  a l .  (1951) determinaron l a  I - I I 
I 'r 
cap'acidad de f i j aci6n de cuatro . cepas axbnicas : T o L y p o m  tem& 
(primera c i t a  de una S c y ; t o n e c e a e  f i j a d o r a ) ,  CaCotbdx bkevdbimu I ?!. (primera c i t a  d e u n a  lUvutuUtceae fi jadora),Anabaenop6dhp y : 
I -!O~&C Ap. ? ,  - Henriksson (1 951 ) , a i s l 6  en condicidn axbnica una cepa de 
I k & c  de l  1 iquen CoUema tenax determinando s u  capacidad de f i- 
I I I l l  jacidn de N2.  I I 
E s  d e c i r  que a pCincipios de la' ddcada del  50 s e  confirm6 
I l a  f i j a c i d n  de Nt en cu l t i vos  ax6nicos de d ive rsas  c ianof iceas  he t e roc l s t i c a s  mediante tdcnicas de a n a l i s i s  de N t o t a l  (mltodo 
I de Kjeldahl) y l a  t l c n i c a  de l  *'%. Esta Ql t ima fue  u t i l i z a d a  por primera vez por Burr is  y colaboradores en 1943, en un c u l t i -  
I vo puro de No~Aoc muacohum. Williams y Burr is  (1952), u t i l i z a r o n  
tambiln l a  marcacibn con ''N para determinar l a  capacidad de fi- 
I jacibn en cu l t i vos  axbnicos de: CaCaaWdx pcuietina; una cepa den- 
tativamente i d e n t i f  icada como Nohhc sp y Nos.tac muaw/uun. En es- 
1 t a  dl t ima especie  y con l a  misma tbcnica ,  Magee Y Burr i s  (1954) 
estudiaron e l  metabolismo del  nitrbgeno. 
En 1954, Fogg y Wolfe en m a  extensa r ev i s i6n  sobre e l  
I metabolismo d e l  N en l a s  a lgas  msules, destacaron como carac-  
-8-  
t e r f s t i c a  d e l  misno l a  f l e x i b i l i d a d  de e s t e  grupo de a lgas  qoe pue- 
den u t i l i z a r  para  su  c r e c i n i e n t o  t a n t o  N elemental  (N2), n i t r a t o s ,  
n i t r i t o s  y amonio, como caseina (N orggnico) .  lncluyCron una l i s t a  
de e spec ies  f i j a d o r a s  (21 cepas correspondientes  a 8 g6nerosincluf-  
dos en l a s  f amil i a s  N os&caceae, RCvuea/Liaceae, S ytonemutuceae y Sfigone- 
nratecme) . 
I Vemos pues, que has ta  1954 todas l as  a l g a s  azules  f i j a d o r a s  
correspondf an a e spec ies  h e t e r o c f s t i c a s  , cuya capacidad de fi j a- 
I ci6n  s e  determind en condiciones aerdbicas .  I I . - - +  .. C - 
I 
t - 
1.2 Perlodo 1954-1 966 
u E s t e  perfodo corresponde 'a l a v ' c 6 ~ s a l i d a c i 6 n  de 10s conocimien t o s  rc lac ionados  con l a  capacidtad de f i j a c i l n  de 1 a s  c ianof iceas .  $ 
Durante e s t o s  aAos s e  confirm6 e s t a  propiedad en una s e r i e  de e s -  
pec les  cor respondientes  a gCneros ya conocidos como fijadores de N2 
y de nuevos gdneros t a l e s  como : S q t o n u l a  (Cameron y F u l l e r ,  1960), 
ffapb~6Lpbn (Taha, 4963) y SUgonanu (Venkataraman, 1961 a ) ,  todos 
. . e l l o s  f i lamentosos  con he te roc i s tos . ,  - I 
21- 4 
Tambign s e  a i s l a r o n  a l g a s  azu les  e n d o f l t i c a s  como 4na6aemz 
ycadeae de l a s  r a f c e s  cora lo ides  de Cycab kevotutu (Venkataraman 
e t  a1 . , 1964 ; Goyal y Venkataraman, 1964), y Anabaena azoUue de r 
Azo& phnu& (Venkataraman, 1962), determingndose en c u l t i v o  l a  4 ;I; ' 
I?, I - capacidad de f i jac ibn .  .- , I P- 6 1- 
Con respec to  a especies  u n i c e l u l a r e s ,  obviamente no he tero-  
c i s t i c a s ,  ya en 1941 Odintzova habia  observado que una c ianoffcea  
de e s t e  grupo, GLoeocapda ninok f i j a b a  N2. Por s u  p a r t e  Cameron 
- 1 y F u l l e r  (1960), habian informado robre  l a  capacidad de f i j a c i d n  
de o t r a  u n i c e l u l a r ,  Chuawccu6 u6ucens,  pero ambos resu l t ados  
fueron cues t ionados  por  no u t i l i z a r  c u l t i v o s  ax6nicos.  En 1962, 
Fay y Fogg demostraron que CALanogto ea d h i s t c h i i  cianof i c e a  con - 
s iderada  u n i c e l u l a r  (Mitra ,  1950) f i j a b a  N2 en c u l t i v o  puro l o  
cual  representaba  l a  primera c i t a  f ehac ien te  de una unicelu ' lar  
f i j a d o r a  de N 2 .  Pero en es tud ios  taxon6micos p o s t e r i o r e s  +r reve 
16 en dicha espec ie  l a  presencia  de he te roc i s tos ,  r e c l a s i f i c i n d o  
l a  como N O A ~ C  ~hCd.tChU (Mitra) Schwabe e t  A;youty (1966).. Esta  
c i r cuns tanc ia  robustecid l a  idea  de que en l a s  a l g a s  a z u l e s  l a  
- 
- 
I T- capacidad de f i j a c i b n  esbaba confinada a l a s  especies  h e t e r o c f s -  
t i c a s .  
Ademas de l a  bdsqueda ds  nuevas a lgas  f i j a d o r r s  de N2,  gtan  k 
-d :' % 
p a r t e  d & l  es fue rzo  durante  e s t e -  perlodo fue  dedicado a 1  e s t u d i o  
de l a  f i s i o l o g l a  d e l  grupo, en p a r t i c u l a r  l a s  i n t e r r e l a c i o n e s  
e n t r e  f o t o s f n t e s i s  y f i j a c i b n  de N2 (Allen,  1956; Fay y Fogg, 
1962), e l  crecimiento h e t e r o t r d f i c o  (Kratz y Myers, 1955; Wata- 
nabe y Yamamoto, 1967). l a  f i j a c i b n  de N2 en oscuridad (Fogg, 
1960), l a  n u t r i c i d n  mineral  d e l  grupo (Allen,  1952; Krata y Myers, 
1955) y e l  r o l  de 10s d i s t i n t o s  iones sobre l a  f i j a c i d n  de N2 
(Taha y E l  Refai ,  1962). Tambign r e  logrd obtener  f i j a c i d n  de N2 
en e x t r a c t o s  l i b r e s  de c 6 l u l a s  de 5 cepas de a l g a s  a z u l e s  (Schnei- 
der  e t  a l . ,  1960). I' 
Fogg en 1956 rena l6  que s 6 l o  unos pocos ~ i c r o o r g ~ n i s m o s ,  
e n t r e  e l l o s  c i e r t a s  a l g a s  azu les ,  pueden r e a l i z a r  f o t o s f n t e s i s  
, 
y f i j a c i d n  d s  N2 y des tac6  l a  i a p d r t a n c i a  ecoldgica  de 10s mismos. 
En una r e v i s i d n  p o s t e r i o r  (Fogg, 1962) s e  r e f i r i d  a l a  d i s t r i b u c i d n  
en l a s  a l g a s  a z u l e s  de l a  capacidad de f i j a r  N2 as$  como a l a  b io-  
qulmica y f i s i o l o g f a  de e s t a  funcibn. 
Tambien durante  eStbS afios, s e  des tac6  l a  importancia  de 
l a s  a l g a s  f i j a d o r a s  de N2 en h g b i t a t s  n a t u r a l e s .  Mitra  (1961), 
e n t r e  o t r o s ,  consider6 que 1 a s  a lgas  cwnplen un papel preponde- 
r a n t e  t a n t o  en sue los  vf rgenes  como en l a  recuperaci6n de N en 
sue los  t r o p i c a l e s .  Var ias  tdcn icas  s e  usaron para  medir f i j a c i d n  
de N2 " in  s i t u t f :  medida de N t o t a l  (Singh, 1961), a n a l i s i s  gasom€- I 
t r i c o  (De y Mandal, 1956), a m e n t o  en e l  rendimiento t o t a l  de l a  k 
cosecha (De y Sulaiman, 1950; Watanabe e t  a l . ,  1951) y l a  marca- r: 
cidn  con " N ~ .  Esta Bltima t6cn ica  aunque mbs cos tosa ,  e s  l a  m6s kz' 
4 
exacta segdn Stewart  (1974) y f u e  u t i l i z a d a  pa ra  medir l a  f i j a c i d n  .-- 
de en l a g o s ,  sue los  y a m b i ~ ~ t e s  marinos. 
2 
4 Fogg y Stewart  en 1965 resumen e l  es tado de 10s conocimieg 
t o s  a1 f i n a l i z a r  e s t e  perlodo indicando que " l a  inves t igac idn  ( 
10s mecanismos de l  proceso ( f i j a c i b n  de N2) ha progresado en f o ~  
ma l e n t a  y sorprendentemente se obtuvo poca informacidn c u a n t i t g  
"va ace rca  de l a s  velocidades de f i j a c i d n  en ambientes natura-  
les ."  - l 
1 8 E s t u d i o s  recdentes  : 1967-1 980 
I I 
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' A p a r t i r  de 1967 s e  avanrb rlpidamente en e l  conocimiento g i - l  
de l a s  a l g a s  f i j a d o r a s  de N2.  Esto r e  debid no s61o a un mayor 4 
esfuerzo en l a  inves t igac idn  por  f i s i d l o g o s ,  bioquimicos, ecdlo- 
gos y microscopis&s e lec t rdn icos  s i n 0  tambibn a mejores mCtodos 
de l a b o r a t o r i o  t a n t o  para e l  c u l t i v o  de a l g a s  en condicidn a x h i  
ca c o w  a nuevas tbcn icas  para l a  medicidn de l a  f i j a c i 6 n  de N2.  
E l  avance metodoldgico d o  importante,  s e  bas6 en e l  des- 
cubrimiento de que l a  enzima n i t rogenasa  reduce a c e t i l e n o  a e t i -  
leno. Stewart  e t  a l .  (1968), ap l i ca ron  por primera vez en a l g a s  
azu les  esta t gcn ica  de reduccidn de l  a c e t i l e n o  t a n t o  en labora-  
t o r i o  cosnol'in s i t u " .  Cabe d e s t a c a i  por o t r a  p a r t e ,  que e l l a  ha 
favorecido notablemente l a  c r e c i e n t e  comprensibn d e l  proceso de 
f i j a c i d n  N2.  
I 
A 1  comienzo de estel*periodo se conocian m8s de 40  especies  
(Stewart ,  1970) y ce rca  de 90 cepas (Laporte y Rour r io t ,  1967) 
de a l g a s  a z u l e s  h e t e r o c l s t i c a s  f i j a d o r a s  de N2 en  condicidn axb- 
n ica ,  en a e r o b i o s i s .  La capacidad de f i j a r  n i t rdgeno  a t m o s f l r i -  
co pa rec la  e s t a r  correlacionada tinicamente con l a  presencia  de 
h e t e r o c i s t o s ,  t a n t o  e s  as i  que en 196% Fay e t  a l .  consideran a1 
h e t e r o c i s t o  con0 e l  tinico s i t i o  probable de f i j a c i d n  de N 2 .  
Sin  embargo, e s t e  concepto fue prontamente reconsiderado 
a l a  luz  de 10s t r a b a j o s  de Wyatt y S i lvey  (1969), quienes i n +  
-. 4 
1; I 
"; 
formaron que una cepa u n i c e l u l a r  axCnica de GLococapaa crlpicoLa 
. w 
. .. - 
. 
C (795) reducza a c e t i l e n o  a e t i l e n o ,  en a e r o b i o s i s ,  Es te  misno afio 
s e  demostrd posi t ivamente que e l  he te roc i s tn  e s  a s i e n t o  de l a  fi- 
jacidn de N2(Stewart e t  a l . ,  1969) 
Luego de l  descubrimiento de Wyatt y S i lvey ,  hub0 opiniones 
opuestas  a1 concept0 de Fay y Stewart como l a s  de Ohmori y Hatto- 
r i  (1971), para  quienes todss  l a s  a lgas  a z u l e s  t i e n e n  nitrogenasa 
y l o r  h e t e r o c i s t o s  no e s t l n  relacionados con l a  f i j a c i d n  de N2.  
. I 
' A p a r t i r  d e l  afio 1971, diversos inves t igadores  informaron 
sobre l a  f i j a c i d n  de N2 por cianofxceas u n i c e l u l a r e s .  A s s ,  Rippka 
e t  a l .  en 1971 probaron l a  capacidad de f i j a c i d n  de 20 cepas ax& 
n icas  de Ch~oococcaceae en condicidn ae rdb ica  y en un medio s i n  
N combinado, de l a s  c u a l e s  solamente G&@.eocapsa d p i c o f a  (Nn 6501) 
a o s t r d  un buen crecimiento,  siendo mantenida a t r a v e s  de repet idos  
t r a n s p l a n t e s  en e l  mismo medio. Dado que e s t a  cepa junto con l a  
de Wyatt y S i l v e y  (1 . c  .) eran  las dnicas  a l g a s  u n i c e l u l a r e s  cono- 
c i d a s  que mostraban a c t i v i d i d  de n i t rogenasa ,  Rippka y colabora- 
dores concluyeron que l a  f i j a c i d n  aerdbica  de N 2 ,  por a l g a s  unice- 
I 
l u l a r e s , e r a  de r a r a  ocurrencia .  r - -7 
4 - I 
Poster iormente s e  probd qus o t r a s  3 cepas axenicas  per -  
t e n e c i e n t e s  a e r e  mismo ganero, e ran  f i j a d o r a s  de N 2  en condicio- 
nes ae rdb icas  ( ~ i ~ ~ k . 8  y S t a n i e r ,  1976 s e g h  S t a n i e r  y Cohen-Bazi- 
r e ,  1977). 
Singh (1973, 1 9 7 7 ,  denostr6 La capacidad de f i j a r  N 2  en 
condicidn ae rdb ica  de dos cepos de Aphanothece: Aphanothece pa- 
UidayAphano thece  cas tagne i  a i s l a d a s  de a r r o z a l e s  de l a  India .  
, 1 ?or n u e s t r a  p a r t e  (Halperin e t  'a1 ., 1977), hemos observado 
que un c u l t i v o  axCnico de Aphanothece s t a g n i n a  a i s l a d a  de ar roza-  
l e s  de Argentina,  c r e c e  contTnuanente en un medio l i b r e  de N corn- 
binado ba jo  condiciones aerdbicas .  
I 
I -  
-En resumen, l a  f i j a c f d n  de N2 aerdbica  por a l g a s  azules  
u n i c e l u l a r e s  fue  demostrada pa 5 cepas de.Gtoeocapba y para 3 
- 
Ademgs, Rippka y Stanier (1 .c.) encontraron que s61o 3 de 
1 
las 51 cepas de Clvroococcuceue probadas producen nitrogenasa anae- . ,  ~ 
r6bicamente excluyendo las cepas de Gtoucapda que fijan N2 aer6-5-& 1 
I . -  
r biuamente . ! I  4 I :I , . 
Er decir, que de 59 cepas de C ~ o c o c c n e ~ e  probadas, 8 fijan I 
en condiciones aer6bicas y s6lo 3 en anaerobiosis, de lo cual 
. - 
ce estas confinada a un grupo reducido. . 1.- , . I  
- I I  
tesis. I 
- 
- L 
- J 
- r 
I ,  
4 
licos importantes tales como la fotoslntesis, fijaci6n N2 y res- - - !  
piracibn. Esto no parece deberse sdlo a un efecto sobre la fi- 
jaci6n de N2 ya que altos niveles de p02 inhiben el metabolism0 4 de m a  especie no fi jadora de NZ ( P h o e )  y tambidn de una fi- 
, , ,
' - -  jadora, l hake~~ &or-quuel cuando crecen en un nedio con N con- 1 * 
binado. Anabaena gob-aquae podfa fijar N a mayores velocida- 
2 
des si 10s cultivos crecfan anaerdbica o microaerdbicamente 
- .I4 con respecto a 10s cultivos aerbbicos. Si bien la raz6n de es- . .  
ta diferencia es incierta, una posibilidad es que las cdlulis 
vegetativas puedan producir nitropenasa activa s610 en condi- 
ciones microaer6bicas o anaerdbicas (Smith y Evans, 1970). D e -  h- 
bid0 a la controversia sobre ltas tdcnicas para separar cdlalas 
vegetativas y heterocistos de un mismo cultivo, Stewart y L e x  
(3)- El termino microaerdbico fue usado por Stewart y Pearson 
(1970) en el caso de cultivos insuflados con una mezcla 
de gases que no contiene 02, per0 que lo producen como r e  
sultado de la fotosfntesis. 
I (1970) decidieron usar  una cianoftcea filamentosa - s i n  heterocis-  t o r  para probar si desarrol laba ni trogenasa en sus  cClulas vege-&iFC 
-
t a t i v a s  bajo condiciones microaerdbicas. El ig ieron PLcctonura E I : .  - ..$oayanum (OdcULetoaLaccac) l a  cual presenta  f a l s a s  ramif icacio-  
I I '**nes, ca rac t e r2s t i ca  de muchas a lgas  f i j a d o r a s  de N2 con hetero- 
- .- 4. *? 
$ 1  c i s t o s  . Encontraron que desarrol laba ac t iv idad  de nitrogenasa 
I 9 bajo condiciones anaerdbicas per0 no en 10s cu l  t i v o s  burbujeados 
con a i r e .  Tales resultados probaron que l a s  cd lu las  vegetat ivas 
I de P. boayanum t i enen  nitrogenasa, a c t  iva  ba jo condiciones ana- 
erdbicas o microaerdbicas pem no en a i r e .  Aunque e s t o s  r e s u l t 5  
I dos no demostraron l a  presencia de ni trogenasa a c t i v a  en l a s  cd- 
l u l a s  vegeta t ivas  de l a s  algas con he te roc i s tos ,  permitieron re-  
I ve la r  l a  ex i s tenc ia  de un grupo de axgas f i j a d o r a s  de N2 seme- 
I jantes  a l a s  bac t e r i a s  fo tos in td t i ca s ,  dado que son capaces de f i j a r  N2 bajo condiciones anaerdbicas per0 no en aerobiosks. 
Desde sntonces,  o t r a s  a lgas  f i lamentosas s i n  he te roc i s tos  
han s ido confirmadas como f i j ado ra s  de N 2  ( m i c u e n t e  en anaero- 
b ios i s .  Con e s t a s  ca rac t e r f s t i ca s ,  se .han encontrado 22 de 42 
0 6 c U ~ u X o ~ i a c e q e  y 18 de 29 Pleurocapsales examimdas - (Rippka - y 
Stanier  1976, segfin Stanier  y Cohen-Bazire, 1977). ' 7:r 
Los descubrimientos de f i j a c i d n  de N2 por c i e r t a s  formas 
s i n -  het.erocistos sdlo  bajo condiciones amerdbicas,  son tambidn 
de i n t e r d s  desde un punto:.de v i s t a  ecolbgico. Como Stewart y 
Pearson (1. c .) sefialaron, l a s  a lgas  azu les  son c a r a c t e r f s t  i c a s  
de muchos h s b i t a t s  donde pueden prevalecer  condiciones reducto- 
r a s  o de ba jas  tensiones de P 2 ,  por ejempgo: campos de arroz 
inundados, regiones de aguas terwoles,  pantanos sa lobres ,  e t c .  
- . , 
En resumen, s i  bien desde 1889 s e  sospechaba qua l a s  a l g a s  
fuesen f i j a d o r a s  de N 2 ,  l a  prueba d e f i n i t i v a  l a  obtuvo Drewes en 
- 
. 
1928. A p a r t i r  de e s t a  fecha,  muchos es tud ios  s e  encaminaron a 
demostxar e s t a  capacidad en e l  mayor n h e r o  pos ib le  de especies  
Con respecto  a l a  d i s t r i b u c i d n  de e s t a  propiedad, has ta  1953 t o  
1; das las  a l p a s  a z u l e s  f i j a d o r a s  conocidas per tenecfan a 
- 1 1 :  h e t e r o c f s t i c a s  cuya capacidad de f i j a c i d n  s e  determind en con-. 
1 :  d i c i d n  aerdbica .  
I 
v 1 -;' En e l  per lado comprendido e n t r e  1954 y 1966, ademas de 1 d ; q  
I ' I  
- bdsqueda de nuevas especies  f i j a d o r a s ,  gran p a r t e  de l  esfuerzo 't -r 5 
w , :  de 10s i nves t igadores  estuvo dedicado a1  e s t u d i o  de l a  f i s i o l o -  Td 
' I 1  gfa  de e s t e  grupo de a lgas .  Pero, con respecto  a l a s  especies  
capaces de f i j a r  N a tmosf l r i co  re seguSa considerando que e s t a  
-. . 
propiedad e s t a b a  correlacionada dnicamentb con l a  presencia  de 
h e t e r o c i s t o s  (Fay e t  a l . ,  1968; Stewart  e t  a l . ,  19'69). Las de- 
. 
. "I 
terminaciones s e  h i c i e r o n  s d l o  en a e r o b i o s i s ,  
-- i 
'. I . I 'v 
A p a r t i r  de  1968 se avanzd muy rgpidamente en e l  conoci- 
: i 
miento de l a  f i j a c i d n  de N2,debido en gran  p a r t e  a l a  u t i l i z a -  1 -  
-. 
c i 6 n  de l a  t6cxrica de reduccidn de l  a c e t i l e n o  a e t i l e n o  en e l  . 
, e s t u d i o  de e s t e  proceso en las  a l g a s  azu les  (Stewart e t  a l . ,  1968). , I 
Wyatt y S i l v e y  en 1969 descubr ieron  l a  primera cepa u n i c e l u l a r  
I axenica fijadora de N2 en a e r o b i o s i s  y Stewart  y Lex en 1970, l a  
primera f i lamentosa  no h e t e r o c l s t i c a ,  l a  cual  f i j a b a  ba jo  condi- 
c iones  C snaerobios is  o microaerobios is  . .Estos t r a b a j o s  conduj e -  
ron a una s e r i e  de e s t u d i o s  para  determinar  l a  p o s i b l e  capacidad 
de numerosas e spec ies  pe r t enenc ien tes  a ambos grupos (un ice lu la -  . 
r e s  y f i lamentosas  s i n  h e t e r o c i s t o s )  en condiciones ae rdb icas  
- +  
. y anaerdbicas .  
Hasta l a  fecha,  s e  conocen mss de 100 espec ies  f i j a d o r a s  - - 
1: . . de N2 ( f i lamentosas  con h e t e r o c i s t o s ,  f i lamentosas  no h e t a r o c i s -  
t i c a s  y u n i c e l u l a r e s )  . AdemBs, se lograron  grandes avances en e l  
' .conocimiento de l a  bioqusmica d e l  proceso de f i j a c i d n ,  sobre  t o -  
a n i v e l  d e l  h e t e r o c i s t o  (Hy;&L&orn, 1978, Haselkorn e t  a l . ,  
1 . 4  Ndmina de cianoffceas axdnicas f i jadoras de N2 
La l i s t a  que s e  p r e r - ~ t a  a continuacibn, de acuerdo a l a  
informacidn bibliogrilfica,  consigna l a  capacidad de f i j a c i 6 n  de 
cepas axgnicas de cianoflceas determinada por l a  tdcnica de Kjel- 
dahl, tgcnica que hemos ut i l i zado  en el presente trabajo. 
- ---- 
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I WSOCALES 
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- 
* ruraocrena & o h e  3,49- 100 30 Venka taraman, 1 962. 1 
I 
Anabaena cycadeae 3,11 109 15 Venkararaman .et @. 
1964. I I 1; - 
Anabaenn c y W c a  1,56 100 50 Fogg, 1942. ;q 
'; I A r r a b a ~ c & h d h i ~  17,s 100 - ' . . .  20 Fogg, 1951. 
.' k 
Anabaena blob-aquae ' 1  . ' ;  Davis et al., 1966 
Anabaena geeativLEcola 1,47 
I 
50 - - /'. 
- I . ,  50 Taha y E l  Refai, 1963 
@ Anabaena ge&Wwha 3,s 100 .. - , I  60 De, 1939. 
I 
* Anabaenaha.tenb.Lb .-. 4,75y7,45 1 00 .- - 31 Bortels ,1940 ;*) 
AMbarw W w l a  ' 6 y 8,45 loo 31 Bortels, 194O@lo;+Mo) 
I I Anabaena Levand& + I .  I . 1' Cameron y FMler,lm 
- .  
Anabarena navicrCeaide6 2,65 I 100 60 De, 1939 37 
. - . I  .I i 
Anabaena h p i / r o i b  . - 1  Camemn y ~ u l l e r , l ' h  
- 
10,2 y 18,15 . 100 60 B o r t e l s , l 9 4 0 ~ ; + ~ )  
@ Anabaena vruLtabU 2,4 y 2,64 ! .- 250 I ' 60 Drewes, 1928QlediolyZ) 
- 1 
' ~ a e n a  VULW 4 ~ 1  1 00 . 1 60 De, 1939 
I. 
* Arrabaena vcuLiabLU 8,4 y 12,2 1 00 60 Bortels ,1940 ; +Mo) , 
enavahiabU 27 1000 15 Taha, 1963 
Anabaena vah.i.abLRib 2,75 100 35 Singh, 1979 
- 
* Ana6aenapb.Lb &cutanis 2,12 100 60 Watanabe, 1959 a 
I 
* Anabaenop4A hp. 394 1 00 60 Watanabe , 1 95 1 (+gluoo- 
sa) 
yLindrtohpenmum maiub 8,65 y 10,95 
." I 
-1- . . . h 1 0  M I -  TIPllPO 
NERAL (nl) (die, Y,, 
. I  
* Noduta/Lia hrutveyana 
- * . 1 ' , :  , 
100 4 5 
f; Uobtoc commune 1,8 0 28 
connune 1,7 ' - 50 50 
N. (Cheomgloea) &Lt6cki i  549 400 30 
I I 
10 100 4 5 
* UodZoc m u c o w  I .. 1,30 50 5 0 
I, 4 
250 , 60 '. 
- .  1 
100 60 1 
I . . .  - 
1,07 I 100 60 
-1 
I - 
. . 
1 I . {  ; a  
: I , 4 ' 1  
i 50 ' 
- 
I - 
* 
- d 
I :. 
I + - I I 
I I ... I "I. g;* 
. II - I 
: I, I 
1 00 - 60 
* Cut~thLx bkevAh&a 3,4 100 60 
* C a C o t W  etenk4h.U 57 1000 15 
2,87 50 . 25 
I 
1- I 
I 
I 
I ~ C ~ O N E M A T A C  EAE
I 
. .&y.tOnema ~chang& 
Tiwari y Pandey, 1976 
Taha y E l  Refai, 1962 
Taha y E l  Ref ai , 1 %3 
Fay y Fogg, 1962 
Allison et a1 ., 1937 
Taha y El Refai, 1967 
Drewes, 1928 (medioly2) 
Watanabe, 1 951 (+glucA"a) 
Watanabe , 1 9 59 a 
Henriksson, 1951 
Cameron y N l e r ,  1960. 
'Watanabe, 1951(+gluco~& 
Wabansbe, 1959 a 
Taha, 1963 
Pattnaik y Singh, 1978 
. . -  
. . - .T - 
Cameron y Fuller,1960 
Cameron y Fuller,1%0 ' 
Watanabe , 1 951 (+gluwsal 
Watanabe, 195P a 
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* F & c h e n ~ m u 6 ~ L a  0,212 - 
. 15 --v ,Taha, 1963 
-- r.L 
Singh, 1973; 1977 -' 
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- - 2 -  Bioqulmica de l a  f i j a c i d n  de N2 
. I 
..2.1 Filamentosas con heterocistos 
E l  he te roc i s to  es una cGlula vegetat iva espe 
r l s t ica  de l a s  fami l ia r  Elo~tocaceae. R iuu la~ iaceae ,  Seytone 
. mataceae y StLgvnemataceae, . , - .  
I 
A pesar  de l a  amplia distribuCi6n d 
he te roc i s tos ,  has ta  hace poco tiempo, s e  desconocla 1 
de e s t a s  cg lu las  diferenciadas.  En 1950, F r i t s c h  (Segfin Fay, 
1973) l a s  consider6 un enigma botsnico. Se l e  a t r ihuyeron dive: 
sas funciones (Wolk, 1966; Stewart, 1972). per0 rec idn  en 1968, 
Fay y colaboradores presentaron una h ipd te s i s  coherente para l a  I 3 
e roc i s to ,  apoyada por una s e r i e  de evidencias 
. ,  , . 
c i rcuns tanc ia les ,  segQn l a s  cuales podrIa s e r  e l  s i t i o  de f i j a -  1 
cibn del  ni trdgeno atmbsferico. Las primeras pruebas pos i t i va s  . -. 
J; , a1 respecto fueron dadas por Stewart y colaboradores en 1969. 
. ,*  
Actualmenta r e  conocen mas de 50 especies  de c ianof lceqs  . I  14 
con he t e roc i s to s ,  que f i j an N2 fundamentalmente en ae rob ios i s  
. I 
. Lor requerimientos conocidos para  l a  f i j a c i d n  +y 
e s  para todos 10s organismos f i j a d o r e s :  n i t r o g e n 5  3 '
TP, poder reductor  y un imbiente anaerobio o b ien  a l g b  
' . I  .. I  
' ! mecanisao o e s t r u c t u r a  que pro te ja  l a  ni t rogenasa  de l a  accidn ' i 
e e s t a  enzima es O2 l l b i l .  E s  d e c i r  que e l  he- 
= .  
i s t o  debe poseer c a r a c t e r l s t i c a s  p a r t i c u l a r e s  para  poder 
f i j a r  N2 en aerob ios i s .  Como veremos, r e  t r a t a  de una c6 lu l a  '3 
. altamente especia l izada,  morfolbgica, I f i s i o l b g i c a  - y bioqulmi- . 
icho proceso. I '  . ' l L ,  4 ' . 
- :-a. ; I ?l 
I 
2.1 . I  . Estrucut  r a  del  he te roc i s to  : { 9 
Morfolbgicamente, e l  he te roc i s to  d i f i e r e  de l a  cClula ve- . . . m  a ;d 
-r 
-20- I 
. 1 ' 1  
. . ' I 
- 
. . - 
- 
A 1 . 1  ' ' 1 '  ' I  
- 1 1 1  - 1  I f: I r: 
. <  
m .: ge ta t iva  que l e  da origen en 5 puntos 
I nes con l a s  cb lu las  vecinas son mucho nenos extensas que 1 a s  que 
; p  I r 
muestran l a s  cb lu las  vegetat ivas en t r e  ' s f ;  2 -  e s t l  rodeado por una 
<i" jl
.I gruesa envol tura ;  3-contiene en 10s polos grandes tapones de un 
material  bas tan te  homogbneo; 4 -  l a  disposicidn de 10s d l a c o i d e s  
.. es  pecu l i a r  y 5 - t i ene  mucho menos materia13huclearw, o t a l  vez 
ninguno (Fig. 1) .  I I ,. 
. I ! *  
t 
E l  septo  que separa e l  he te roc i s to  de l a  cblula  vegeta t iva  
e s t g  atravesado por un conjunto de perforaciones llamadas micro 
0 
l u l a s  (Lang y Fay, 1971). Los canales son de 4 0 0  A de la rgo  y 
0 
de 50 A de didmetro aproximadamente. Se sabe muy poco acerca 
4 plasmodesmos que parecen conectar  10s citoplasmas de l a s  dos cb- B=;; I I '  
de su e s t r u c t u r a ,  ntimero preciso ,  composicidn y abn s i  todos son 
,111 idgnt icos .  Los microplasmodessaos son muy importantes puesto qua 
deben e s t a r  fntimamente relacionados con l a s  bombas que controlan 
e l  t r anspor t e  de sus tancias  en t re  e i  he te roc i s to  y l a  c6 lu la  ve- 
va (Haselkorn, 1978). 4 1 .  I .  
La cub ie r t a  o envoltura que rodea a 1  he te roc i s to  t i e n e  t r e s  
externas  a l a  pared c e l u l a r  que s e  interrumpen a nivel de 
10s polos (Lang y Fay, 1971). La primara que aparece durante l a  
d i ferenciacidn,  cuya composici6n abn no s e  conoce, e s  llamada "caps 
: f ibrosa" debido a su  apar iencia  en 1as  secciones t en idas  y f i j a d a s  
(Lang y Pay, 1 .c . ) .  La segunda o intermedia e s  l a  "capa homog6neaW 
. y est! compuesta por p o l i s a c l r i d o s  (Cardemil y Wolk, 1976, segbn 
- Haselkorn, 1978). La llcapa l u i n a d a " ,  mgs in t e rna ,  e s  l a  tiltima 
en agregarse.  Tiene una composicidn qufmica inusual  dads que e s -  
t g  compuesta enteramente de g l i co l Ip idos  que s e  encuentran tinica- 
mente en e l  he t e roc i s to  (Lambein y Wolk, 1973). E s  probable que 8s 
- t a  capa laminada sea  impermeable a1 agua, iones ,  so lu tos  h i d r o f i l i  
i ;  ' cos neutros  y posiblemente a 10s gases d i s u e l t o s  (N2, 02, COZ), 
aunque e s t a s  propiedades atin no han s ido  medidas (Haselkorn, 1978, 

~ o s  h e t e r o c i s t o s  i n t e r c a l a r e s  conxienen dos grdnulos pola-  
r e s  y  10s te rminales  uno (Fay, 1973).  a an^ y F i she r ,  1969 (segfk 
Lang y Fay, I . c.) consideraron que e s t a r f a n  compuestos por  ciano- 
f & c i n a , s u s t a n c i a  de r e se rva  c o n s t i t u i d a  por copol imetros  .de  a r g i -  
nina y Bcido a s p l r t i c o  (Simon, 1971) , s i  b ien  Haselkorn en 1978 s-6 
que estos tapones atin no han s i d o  pur i f i cados  . 
La ' reorganizacidn de 10s t i l a c o i d e s  durante  l a  d i f e r e n c i a -  
c idn de 10s h e t e r o c i s t o s  ha s i d o  d e s c r i p t a  sobre l a  base  de  e s -  
tud ios  de microscopia e l e c t r d n i c a  (Lang y Fay, 1971). Durante 
10s primeros e s t a d i o s  de d i fe renc iac idn ,  s e  han observado pocos 
cambios t a n t o  en can t idad  como en d i spos ic idn  de 10s t i l a c o i d e s  
(Wildon y Mercer, 1963; Lang y Fay, 1 . c . ) .  Luego de l a  d i s p o s i -  
c idn  de l a  envo l tu ra  de. 3 capas,  aparecen conf igurac iones  t i l a -  
c o i d a l e s  r e t i c u l a d a s  (Wildon y Mercer, 1 . c . ;  Lang y Fay, l . c . ) ,  
observandose ademas un increment0 pronunciado en l a  can t idad  de 
membranas en e l  h e t e r o c i s t o  maduro, una s f n t e s i s  "de novo" de 
membranas a s %  como una p o s i b l e  reorganizac idn  de t i l a c o i d e s  p re -  
e x i s t e n t e s  (Lang y Fay, 1 . c . ) .  En e l  h e t e r o c i s t o  madure usua l -  
mente s e  observa una c i e r t a  p o l a r i z a c i d n  d e l  s i s tema de  membra- 
nas acornpailado por  un mayor enrol lamiento de 10s t i l a c o i d e s  
( G r i l l i ,  1964 segtin Fay, 1973). Los t i l a c o i d e s  de 10s h e t e r o -  
c i s t o s  no t i e n e n  f i cob i l i somas  (4)  asociados (Fay, 1969 segtin 
Lang y Fay, 1 .c .) . Fig.  1 .  Albe r t e  e t  a l .  (1 980), han demostra -
do que l a  unidad f o t o ~ i n t 6 t i c a ( ~ ) s e  modif ica durante  l a  d i f e r e n  -
c i a c i 6 n  d e l  h e t e r o c i s t o  para  a s 5  poder s u p l i r  10s requer imiantos  
ens rgd t i cos  e s p e c i a l e s  de e s t a s  c e l u l a s  f i j a d o r s s  de N2. 
(4) - Organelas de l o c a l i z a c i d n  e x t r a t i l a c o i d a l  que con t i enen  f i c o -  
b i l i p r o t e i n a s ,  p resen tes  en l a s  c 6 l u l a s  v e g e t a t i v a s ,  (Chapmar 
1973; S t a n i e r  y  Cohen-Bazire , 1977). 
I (5 ) -  NErmero mSnimo de pigmentos necesa r ios  p a r a  l l e v a r  a  cab0 l a s  r eacc iones  fotoqu5micas, l a  evolucidn de 0 y e l  t r a n s p o r t e  
e l e c t r d n i c o  fotosintbtico(ficobilipigmento8, . c l o r o f i l a  a Cc 
1ec bra de l u z  y c e n t r o s  de reac I fo t - -u lmicos)  . 
I 
I 
'r 
Los het  --wocistos maduros carecen de inclus i  .es l a s  
maticas t a l e s  como cuerpos poli6dricos o c a r b ~ x i r o m a s ~ ~ )  , Br&nEm- 
I 
'4  .- 10s de po l i fos fa to ,  de c ianof ic ina ,  e t c .  (Lang y Fay, 1 .c . ) .  
Las c6lulas vegeta t  ivas t ienen t l p i c a s  regiones l* 
procar i6 t icas  que en l a s  mi.crofotograf5as e lec t rdnicas  
coma f i b r i l l a s .  Tales f i b r i l l a s  no s o n - v i s i b l e s  en e l  heterocis-  
t o ,  l o  que sugiere  que puede carecer  de DNA. Ademgs, 10s hetero-  
c i s t o s  auestran una reducida absorci6n a1 U.V. y, cuando a i s lados ,  
l a  re lac idn DNA/c&lul.a e s  mucho menor que l a  de . l a s  . vegeta t ivas  
(Fogg, 1951, s e g h  Haselkorn, 1978). C - . .  . - 
- ,  
8 # - I  3 '  - - ,  .. 
', i I .,# I  '. . 
I  
7 
. .  I 
2.1.2. Bioqufmica de 10s he te roc i s tos  . ,, 
I 
8 mm. f 
I I  . ' . . 
, , . i 
. - ? 
I . I  ' Las cd lu las  vege ta t ivas  de l a s  c ianof lceas  t ienen,  ~ o a o  l a s  de l  clordnquima de las plan tas  superiores,  dos f o t o s i s t e -  
I mas (Krogmann, 1973; Tel-Or y Stewart,  1977). E l  f l u j o  de e l ec -  I -  , I  t rones r e  muestra e~ l a  Pig. 2 9 !ld ,_ I 
. a 
.- - . .  . 
~ n ' e i  h s t e i o c i s t o  e l  f o t o s i s i b ~ a  rr  (FS 11) es i nac t ivo  
> 1.1. 
' t :,, I I ' (Donze e t  aL, 1972) debido at l a  p6rdida parc ia l  o t o t a l  de 10s pigmentos accesorios,  en especia l  f i cob i l i nas  (no t i enen  f i cob i -  
I l i s o m s ) ,  de c l o r o f i l a  a 670 y fundamentalasnta a una def ic ien-  c i a  del  i6n ~ n ~ '  e l  cual  e r  indispensable para pue se pmdutca  
.1 - (6) - Organelas compues t a s  por mol&culas estrechwnente empaque- fl -4 ! b -  tadas de r ibulosa  1 -5  d i fos fa to  carboxilasa, enrima responsable de l a  f i j a c i d n  de C 0 2  v ia  c i t l o  de Calvin (vfa reduct iva  de l a s  
I pentosas dTosfato) . 

' c l  
'I I ., 
l a  fo..lisis de l  a a (Tel-Or y Stewart ,  1975,1977). E s  d e c i r  a::: 
que en e l  curso de s u  d i f e r e s c i a c i d n  a p a r t i r  de una c6 lu la  V= 
g e t a t i v a ,  e l  h e t e r o c i s t o  ha s u f r i d o  una l e s i d n  bioqufmica que B"' . conduj? a l a  inac t ivac idn  de l  P S 11. Los h e t e r o c i s t o s  por l o .  .: 
t a n t o ,  no l i b e r a n  02 ,  l o  c u a l  l e s  permite mantener condiciones 
anaerdbiaas  o de muy ba ja  t ens ibn  d e l  O2 a l o  cual  contr ibuye .; 
. . 
I tambien l a  gruesa envo l tu ra  externa .  Los re su l t ados  de Singh i 
I 
.a (1 976) de que mutantes con f o m a c i d n  incompleta de dicha e n w l -  :. [;, I t u r a  no c rec ie ron  en un medio s i n  N n i  f i j a r o n  N 2 ,  podrian s e r  
considerados como una prueba i n d i r e c t a  de l a  impermeabilidad 
de 1 a s  envol turas  egregadas d e l  h e t e r o c i s t o  con respecto  .a1 02. :i )f E s  d e c i r  que una c i a n o f l c e a  h e t e r o c i s t a e  creciendo en a e r o b i o s i s  - 4  
t i e n e  c e l u l a s  d i fe renc iadas  que permanecen pra t t icamente  en con- 
, t  1'4 d ic idn  anaerdbica.  :' J .,- a ' .a . . - 
- i '  .. . '. L -'9 
I . . . ...-. I f l 2  ' . - A  
Dado que e l  F S I1 e s  ih ipdran te ,  foto'sistema I ( F . s . ~ ) ;  ' 
a t r a v e s  de una cadena de t r a n s f e r e n c i a  de e- acortada,  f o s f o r i l a  
ADP en forma c f c l i c a  ( f o t o f o s f o r i l a c i 6 n  c l c l i c a ) .  E s  d e c i r ,  que 
en l a  luz  t i e n e  un mecanismo e f i c i e n t e  de produccidn de l a  ene r -  
g l a  necesa r i a  para l a  f i j a c i b n .  Se ha v i s t o  que e l  ATP producido 
por  dicho proceso e s  s u f i c i e n t e  como para  s u s t e n t a r  las maximas 
velocidades de f i j a c i b n .  En l a  oscur idad  tambien s e  produce. fi- 
j ac ibn  de N2 per0 a ve loc idades  mucho menores y en e s t e  caso e l  
ATP provendria  de f o s f o r i l a c i d n  ox ida t iva .  Ademas s e  ha v i s t o  
que l a  f o s f o r i l a c i d n  a n i v e l  de s u s t r a t o  e s  poco importante  co.  
mo fuen te  de ATP (Stewart ,  1976; ~ o t t o m l e y  y Stewart ,  1977). 
b) Metabolism0 d e l  Carbonb ,,, 
E l  heterocisto no puede f i j a r  C02, debido a una segunda l e s i d n  
bioqulmica: no posee a c t i v i d a d  de r i b u l o s a  1-5  d i f o s f a t o  (RuDP) 
ca rbox i l a sa ,  enzima c l a v e  d e l  c i c l o  de Calvin.  Esto e s t g  c o r r e -  
. . 
.'I I 
i a  en dichas l u l a s ,  de 
' dr icos  o carboxisomas (Stewart y Cod-, 1975). 
r i e n c i a s  de mar 
s proveen a1 h e t e r o c i s t o  el  C f i j a d o  
necesar io  (Wolk,1968), estando un 601 d e l  mismo bajo  l a  forma : 
no glutamato (Haselkorn, 1978, 1980; Wolk, 1980). ;- ,, 
. . I , . ,  - .  ' 
, , de l  disackido maltosa o b ien  sacarosa y en menor proporcidn co- 
'. 1 
. )  _ , - .  d: 1 . , . m l k , l l - '  . *- 1 1  
, l l t  -:. r m  = - .  . ,:. . I  
' * 
- 
1 I[.,.-. ., . 
J 2 'I . .- - 
- . ,  - . I - .  . 
I 
'I, - . . - .  
I I 
. 1; 
c )  Fuente de poder reductor  c- 1 7 - - ,  I1 1::. -: . f -  x* a 
I - 1) . .: :I - I r - ' ,, I.'-- Id : - , 
Se considera acoualmente que l a  fe r redoxina  ( ~ d )  e s  e l  con 
puesto que cede e l e c t r o n e s  para r educ i r  a l a  n i t rogenasa .  Dado 
que en e l  h e t e r o c i s t o  no ocur re  f o t d l i s i s  d e l  agua, no hay fo to -  
reduccidn d i r e c t a  d e l  N2 por l o r  e l e c t r o n e s  generados en  dicho 
I ' 
- I 
proceso. Las fuen tes  de poder reductor  en e l  h e t e r o c i s t o ,  t an -  
I t o  en l u z  como en oocuridad,  son 10s compuestos carbonados t r a n s -  
portados desde l a s  c g l u l a s  vege ta t ivas  vec inas .  A6n no e s t a n  
totalmente ac la radas  l a s  r u t a s  que s iguen 10s e l e c t r o n e s ,  dentro 
de l  h e t e r o c i s t o ,  desde 10s compuestos carbonados h a s t a  l a  n i t r o -  
genasa. S i  b ien  hay v a r i a s  t e o r l a s ,  una de l a s  que refine mayores 
evidencias  " in  vivow ha s i d o  propuesta por  Apte, Rowel1 y Stewart  
(1978) y e s  l a  s i g u i e n t e :  en 10s h e t e r o c i s t o s  s e  ha observado 
que l a s  a c t i v i d a d e s  de hexoquinasa, glucosa 6 f o s f a t o  deshidro-  
genasa (Glu 6 P desh.) y de 6-fosfogluconato deshidrogenasa: 
1 (6 P g l u e  desh.) son mayores que en l a s  c g l u l a s  vegetativas. .-  
(Winkenbach y Wol k, 1973). Es tas  enzimas i n t e r v i a n e n  en  i a  
vfa  o x i d a t i v a  de l a s  pentosas  f o s f a t o  en 10s pasos que s iguen:  
uc led t ido  reducido (NADPH2) pue- 
de s e r  usado para  r e d u c i r  la  Fd, que como di j imos  s e  cons idera  
Fig. 3- Una v l a  de produccidn de ferredoxina reducida para l a  
nitrogenasa, en heterocis tos  de Anabaena cy l indnica  (Stewart, 
Rowel1 y Apte, 1 9 7 7  seg6n Stewart, 1 9 7 7 ) .  
I - 7.; : 
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dg Metabolism0 de l  n i t r b ~ e n o  
1 1 '  * P  . 
Lor h e t e r o c i s t o s  maduros d i f i e r e n  de l a s  c d l u l a s  v e g e t a t i -  a 1 
I vas con respecto  a1  metabolismo de l  ni t rdgeno en 3 puntos impor- 
I t an tes :  1- poseen n i t rogenasa ;  2- contienen n i v e l e s  a l t o s  de g l u  -
tamin s i n t e t a s a  (G.S.) y 3- carecen o poseen n i v e l e s  muy bajos  
de glutamina oxoglu tara to  amido t r a n s f e r a s a  (GOGAT) o glutamato 
. , w L. - . '  I I  , ,  . s i n t e t a s a .  I .  Ey ..<. q a _ - - .  *. En exper ienc ias  con ni t rdgeno marcah re h a v i s t o  que l a  a s i -  
milacidn de NH3 en e l  f i lament0 completo e s  v l a  GSIGOGAT. Ademas 
re ha comprobado que e l  h e t e r o c i s t o  sxpor ta  e l  n i t rdgeno f i j a d o  - 
como glutamina e  importa glutamato (Haselkorn 1978). Es.  d e c i r :  
. . 
- 1  
. I . I . J? lpla- 
GOGAT ; N2asa ,.. G s  - .. , - C.. r ' *: N- fi, NH3-glutamina- glutamato+otros  aminoicidos *-7.q- I - 
-m 
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" Haselkorn (1978, 1980) ha propuesto un modelo d e l  f l u j o  , , I  
de carbon0 desde l a  c e l u l a  vege ta t iva  hacia. e l  h e t e r o c i s t o  y d e l  - . I . . y  
T r 
f l u j o  de ni t rdgeno desde e l  h e t e r o c i s t o  a l a  c e l u l a  v e g e t a t i v a ,  
que resume 10s conocimientos a c t u a l e s  de l a  bioqulmica de l a  fi- 
. J 
jacidn de N2 en e l  h e t e r o c i s t o ,  esquematizado en  l a  Fig.  4 .  - p. - 
- 3 
I . En l a s  c e l u l a s  v e g e t a t i v a s  e l  nitrdgeno f i j a d o  previamen- 
I 
-4 
t e  en e l  h e t e r o c i s t o  e s  usado en e l  metabolismo c e l u l a r  genera l ,  
o  excretado,  o  almacenado como f i c o b i l  i p r o t e l a n s  , f i c o c i a n i n a ,  
o  grdnulos - es t ruc tu rados  o de c i a n o f i c i n a  (Stewart ,  1976). 
I  , . I '  I  - 
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, 8 2 .2  ~ n i c e l u l a r i s '  y f i lamentosas  s i n  h e t e r o c i s t o ~  
'I 
I Se sabe  muy poco ac.erca de l a  bioqulmica de l a  f i j a c i d n  . - de N2 en e s t o s  dos grupos de c i anof fceas .  
Con respec to  a  l a s  u n i c e l u l a r e s  f i j a d o r a s  en a e r o b i o s i s  
r 

' $ ~ , ' F .  1 algunos autores consider- dada l a  norfoldgXa de e s t a s  cepas, 
-.R . qua e l  mucllago o l a s  vainas puden disminuir l a  t ens idn  de O2 g 
permitdendo l a  ac t iv idad de ni trogenasa.  Ademas en e l  caso 
especia l  de Gtoeocapba, Stewart (1974) consider6 l a  pos ib i l i dad  
de una e f i c i e n t e  compartimentalizaci6n a n ive l  c e l u l a r  como pa- 
r a  mantener separados e l  sistema que l i b e r a  Oz y e l  que f i j a  N2 I 
- 
Para S t an i e r  y Cohen-Bazire (1977) en cambio, e l  mecanismo de 
7 
. proteccidn de l a  enzima e s  atin desconocido. 
I- 
En e l  caso de l a s  fi lamentosas s i n  he t e roc i s to s  y en con- 
. d 
. :'I >dicidn aerbbica, s e  conoce una so la  especie,  Thichodebmium eny- I r '  1 -  fhnaeum I= O b c U l a f o n U  enyfhnam) agente de f1oracion.s mari- 
nas que puede f i  j a r  N2 (Carpenter y Pr ice ,  1976 ; Bryceson y Fay, y- AT 
1981). Dado que 10s tricomas s e  disponen en haces, e s t o s  auto-  
r e s  consideran que l a s  ce lu l a s  d i ferenciadas  del  cen t ro  de l  ha $ ; { '  aparentemente no producen O2 y se r f an  l a s  responsables de l a  fi- 
jacibn de N2 observada " in  s i tu l l .  S in  embargo S t a n i e r  y Cohen- 
1 Bazire (1.c.)  sefialan que como e s t e  organism0 no ha s i d o  atin ob- 
a - tenido en cu l t i vo ,  e s t o s  resu l tados  " in  s i t u "  serzan solamente 
presunt ivos. 
I 
- .  L 
Actualmente s e  'considera que l a  f i j a c i 6 n  de ni t rdgeno a t -  
mosf6rico en l a s  cianofzceas es de 2 t i pos :  anaer6bica y aerbbi-  
En condiciones anaerdbicas es l l evada  a cabo por algunas 
cepas un ice lu la res  y por v a r i a s  f i lamentosas s i n  y con he te ro-  
c i s t o s .  En e s t a s  Gltimas es pos ib le ,  pem afin no ha s i d o  compr 
bado, que l a  n i t rogenasa  e s t 6  loca l izada  en todas l a s  c&luLas 
- (Haselkorn e t  a l . ,  1980). '4 l i  . 
En aerob ios i s  unas pocas un ice lu l a r e s  y sproximadamente 
todas l a s  f i lamentosas con he t e roc i s to s  pueden f i j a r  N 2 .  En e s t e  
dltimo caso l a  n i t rogenasa  e s t d  confinada a 10s heterocistos(Wo 
I  
. . 
, ' 
La importancia ag r fco la  de l a s  a l g a  
a ( s t a s  pueden usarse  como b i o f e r t i l i z a n t e s ,  debido principalmente 
- a l a  capacidad de algunas especies  de f i j a r  N, adem$s de s i n t e t i -  
.zar s u s  t a n c i a s  organicas  . 
I Cuando s e  u t i l i z a n  f e r t i l i z a n t e s  inorgsnicos ,  no de 10s 
J - requisites importantes e s  l a  adecuada suplementacidn con mater ia  I' orgllnica a f i n  de e v i t a r  e l  desbalance n u t r i c i o n a l  de l  sue lo .  En 11' ; cambio,la incorporacidn de a lgas  se lecc ionadas ,  proceso denomina- do a l g a l i z a c i d n  por Venkataraman en 1961 (segbn Venkataraman, 19661, I no s o l o  aumenta e l  n i v e l  de N de 10s sue los  por e l  procesa de fi- ' I jac idn  de N2 s ino  que tambi6n preovee mater ia  orgbnica. La a l g a l i  
:I ' zacidn presenta  ademas o t r a s  v e n t a j a s  con respecto  a 10s f e r t i l i  
" *antes comerciales.  Ass,  el abono qufmico n u t r e  solamente una co 
I ' secha  en t an to  que l a  poblacidn a l g a l  seleccionada una vez implan \ 
-1"tada en e l  sue lo  cont inba su  a c t i v i d a d  afIo t r a s  afio. Ademas o t r o s  
* e fec tos  bengficos d e l  agregado a l g a l ,  son: l i b e r a c i 6 n  de oxigeno, 
I 
necssa r io  para l a  a i r e a c i d n  de l a s  r a k e s  y l a  oxidacidn de s u l f u  
. ' r o s  (Jacq y Roger, 1977) ; prevencidn d e l  lavado y perdida de amonio 1 I 
y n i t r a t o s  mediante su  conversidn en n i t rdgeno o rg ln ico ;  produccibn : 
de s u s t a n c i a s  e x t r a c e l u l a r e s  bioldgicamente a c t i v a s  (aminoscidos, I 
I vitaminas,  pept idos,  hormonas v e g e t a l e s ,  e t c . )  para  e l  crecimienta 
de l a s  p l a n t a s  y s o l u b i l i z a c i b n  de f o s f a t o s  por algunaa, ~ s p e c i e s .  *.,: 
E l  nitrdgeno a l g a l  provenga de l a  atmdsfera o d e l  sue lo ,  
' l l e g a  a 6 s t e  por excrec idn  o por  muerte y des in tegrac i6n  c e l u l a r ,  
bajo l a  forma de p6ptidos y o t r o s  compuestos ni t rogenados.  Para , :i 
s e r  aprovechados por l a s  p l a n t a s  u o t r o s  organismos que comparten 
e l  h s b i t a t ,  deben s e r  mineral izados por  una f l o r a  bac te r i ana  ade- 
cuada h a s t a  l l e g a r  a formas de n i t rogen0 inorgbnico, fac i lmente  
a s i m i l a b l e s  (Venkataraman, 1966). 
5. 
Antes de d l g a l i z a r  un sue lo ,  e s  conveniente cons ide ra r  
10s s i g u i e n t e s  aspectos  : 1 -Flora  a l g a l  autdctona: conocer s u  c 
posicidn y l a  inc idencia  r e l a t i v a  de l a s  f o m s  t i t i l e s  (buenas 
f i jadovas)  ; como l a  capacidad de f i j a c i d n  v a r f a  a n i v e l  de cepa, 
l a  se lecc idn  de buenas f i j a d o r a s  debe hacerse  tambi6n a e s t e  n i -  
vel;  2- Competencia: l a  in t roduccidn  e x i t o s a  de una cepa e f i c i e n -  
t e  en un Brea o e l  re fuerzo  de c i e r t a s  formas t i t i l e s  depende p r i -  
cipalrnente de su  capacidad para s o b r e v i v i r  yt.competir con 10s o t r o s  
' microorganismos de l  h g b i t a t ,  Si b ien  s e  conoce muy poco sobre 10s 
I cambios producidos en 10s o t r o s  microorganismos por  l a  i n t r o -  duccidn de a lgas  a 1  sue lo ,  c i e r t a s  observaciones indican  que e l  
ntimero de b a c t e r i a s  y hongos disminuye por  l a  a l g a l i z a c i d n  
(Venkataraman, 1966). Dado que e l  ni t rdgeno a l g a l  e s  u t i l i z a d o  
por l a  p l a n t a  despues de s u  conversidn a una forma inorg in ica  
(NO; , NOT . o  NH4) por  l a  a c t i v i d a d  de l a s  b a c t e r i a s  d e l  sue lo ,  
l a  preservacidn de l a  f l o r a  bac te r i ana  l o c a l  asume gran importan- 
c i a  (Watanabe y ICiyoha=a, 1960). En e s t e  s e n t i d o  no debe o l v i d a r -  
s e  que c i e r t a s  h lgas  producen s u s t a n c i a s  tdx icas  para  hongos y 
L o  b a c t e r i a s  de modo que no deben ser inoculadas en cant idades  ex- . 
ces ivas ;  3- e : l o s  sue los  que serlIn a lga l i zados  deben t e n e r  pH -4 'A 
levemente a l c a l i n o ;  s i  d s t e  f u e r a  ba jo  deberBn a l c a l i n i z a r s e  por  - 
c idn  de c a l  (Watanabe, 1973), ya que muchas a l g a s  a z u l e s  
' crecen me j o r  en e s a s  condiciones , (Brock, 1973) ; 4 - Temperatura : 
Los sue los  a inocu la r  deberan s s t a r  prefer ib lemente  en regiones 
c g l i d a s ,  dado que l a  temperatura dptima para  e l  crecimiento de 
l a b  c i anof lceas  varZa e n t r e  25 y 35 3C; 5- Obtencidn de c u l t i v o s  
masivos de espec ies  previamente se lecc ionadas  por s u  crecimiento 
I 
y f i j a c i d n  de N2 (Venkataraman, 1966; Watanabe, 1959 b y ~ ~ 1 9 7 3 ) .  
I 6- Preservacidn de l  m a t e r i a l  a l g a l  en forma adecuada h a s t a  s u  
' 
u t i l i z a c i d n  en e l  campo (Venkataraman, 1 .c .  ; Watanabe, 1 .c  .) . 
1 .  r 
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' Donde realmente l a s  a l g a s  a z u l e s  desempefian un papel i m -  
,, b 
I .  
I t r o p i c a l e s  y sub t rop ica les  e n t r e  10s 45'  LN y 40' LS. E l  90 % 
I 
del  drea  dedicada a1 a r r o z  e s t i  ubicada en l a  f r a n j a  t r o p i c a l  
- 
de l  Sud y Sud-Este de Asia. Este c u l t i v o  representa  e l  aliment0 
p r i n c i p a l  de m i s  d e l  60 % de l a  poblacidn mundial, cubriendo F :  
una s u p e r f i c i e  s u p e r i m l a  135 mi l lones  de h e c t i r e a s  . En l a  Indda :- 
es e l  c u l t i v o  m6s importante como a l i m e n t ~ ;  cubre unos 38 millones 
. de h e c t a r e a s  ( c a s i  e l  37% de l a  s u p e r f i c i e  t o t a l  dedicada a1  c u l -  
:. t i v o  de c e r e a l e s )  , con un rendimiento aproximado de 1.134 kg de 
. - 
. ' arroz /ha .  Se c u l t i v a  en pequefias pa rce las :  el  87%&l-4 ha (aproxi- 
madamente un 50 % bajo r i ego)  y e l  13% r e s t a n t e  de menos de lha .  
Estos da tos  r e f l e j a n  e l  n i v e l  econdmico de 10s a g r i c u l t o r e s  as5 
como sus  recursos  y p o s i b i l i d a d e s  de inversidn '  en f e r t i l i z a n t e s  
quimicos (Venkataraman, 1977 a y b) . 
I 
- E l  c u l t i v o  de a r roz  e s  e l  que ha respondido mds s i g n i f i c a -  
t ivamente a l a  a l g a l i z a c i d n ,  debido a  que l a s  condiciones impe- 
i l r a n t e s  en un campo de ar roz  proveen un ambiente i d e a l  para e l  
lrn crecimiento l u j u r i o s o  de es  t a s  a l g a s .  Muchos a r r o z a l e s  permane- 
I 
- cen inundados gran p a r t e  de s u  c i c l o ,  e s  d e c i r . b a j o  condiciones 
inadecuadas para e l  crecimiento de leguminosas y Aabtobmtut  y 
L I 
,- en l a s  cua les  l a s  a lgas  azu les ,  en cambio, crecen abundantemente 
r 
U'(Stewart, 1967). l o s  p r i n c i p a l e s  agentes  n a t u r a l e s  de f i j a c i d n  
b io ldg ica  de N2 en un campo de a r r o z  son: 1 -a lgas  azu les  de vida 
- \ ,  l i b r e ;  2- a l g a s  azules  en s imbios i s  con A z o U a ;  3- b a c t e r i a s  he- 
t e r o t r d f i c a s  en l a  r i z d s f e r a  de a r r o z  ( t i p o  Sp&dUwn) y 4 -  bacte-  
' , r i a ~  h e t e r o t r 6 f i c a s  en e l  s u e l o  anaerdbico mgs a l e i a d o  de l a s  
, r a k e s  de a r r o z  (I. Watanabe e t  a1 . , 1978). 
+ ' I I F r i t s c h  y De (1938) y De (1939) fueron 10s primeros en des- 
t a c a r  l a  importancia de l a s  a l g a s  como p r i n c i p a l e s  agentes  de l a  
f i j a c i 6 n  de N2 en 10s a r r o z a l e s .  
1'. : 
- .  
- Poster iormente,  s e  e s t u d i a r o n  en e l  l a b o r a t o r i o  a lgas  a z u l e s  
f i j a d o r a s  de N2 provenientes  de s u e l o s  de a r r o z a l e s ,  per0 s e  con- 
taba  a6n con poca informacidn sobre  l a  magnitud de l a  f i j a c i 6 n  
s en maceta, demostraron que 
l a s  a l g a s  aumentaban e l  N del  sue lo  (De y Sulaiman, 1950), con 
una f i j a c i d n  correspondiente  a 20 Kg N/ha en una de l a s  expe- 
r i e n c i a s  (Watanabe e t .  a l . ,  1951) y que l a  c a n t i d a d  de N2 f i j a -  
a buena cosecha de a r roz  y de- 
: jar 'en e l  sue lo  aproximadamente 70 kg de N/ha despues de levan- 
, 1948 segdn De y Mandal, 1956). De 
. y Sulaiman (1950) concluyeron de s u s  e s t u d i o s  que e l  crecimient  
z debido pr inc ipa lmente  a un mayor 
sus  r a l c e s ,  a p o r t e  que favorece r l a  
,I; en maceta, observaron que l a  inoculac idn  a l g a l  aumental el  rendi -  
de 13,8 a 44 ,4  kg de N/ha. 
Las inves t igac iones  de De (1939) fueron  e l  punto de p a r t i -  
da de nuevas l l n e a s  de inves t igac idn .  Los grupos de t r a b a j o  ngs 
importantes  son: Watanabe y colaboradores  en Japdn (1 951 - 1975) ; 
J ' R.N. Singh (1961) y Venkataraman y colaboradores  (1959-1977) en 
l a  Ind ia .  Estos  inves t igadores  s e  abocaron en  pr imer tdrmino a 
r e a l i z a r  muestreos en extensas  g reas  a r r o c e r a s .  a f i n  de e s t u -  
irc7:* I - 
' I 
f i j a c i d n  s e  midid en condicidn de c u l t i v o  axgnico siempre que 
l e s  fue p o s i b l e ,  con e l  ob je to  de se lecc ionar  "buenas f i j a d o -  
t e  como abono. 
Actualmente en Japdn, Watanabe u t i l i z a  T o t y p o t h h i x  t e n u i 6  
b i s l a d a  de a r r o z a l e s  de Borneo), s u  mejor f i j a d o r a  (Watanabe 1951 
1959a). Con dicha espec ie  prepara c u l t i v o s  masivos que luego in -  
corpora a un s u s t r a t o  i n e r t e  o grava,  donde 10s d e j a  c r e c e r  du- 
r a n t e  un mes bajo i luminacidn. Despugs de secado a l  a i r e ,  e s t e  
ma te r i a l  inoculado s e  guarda en bo l sas  de nylon, conserv6ndolo 
a temperatura ambiente has ta  s u  envso a 10s a r r o z a l e s .  A l l I  
s e  agrega en l a  proporcidn de 130-650 kg de peso f resco/ha /  e s -  
t a c i 6 n  que corresponde a 2-10 kg de peso seco de a l g a s / h a / e s t a -  - 
a l g a s  mantenidas en e s t a s  condicio-  
nes conservan s u  v i a b i l i d a d  durante  mas de 2 afios (Watanabe, 195 
y 1966). Antes de l a  siembra s e  asegura  que e l  pH d e l  sue lo  sea  
l igeramente a l c a l i n o  (pH 7 , s ) .  
Los r e s u l t a d o s  obtenidos a1  cab0 de 4 afios de inoculaciones 
anuales  con . l a  misma proporcidn de a l g a s  (ensayos en 11 arrocey 
r a s ) ,  indicaron  un awnento promedio d e l  rendimiento d e l  a r r o z ,  
aumento que fue  de 2,7 1 e l  primer afia; 8,4% e l  segundo y 196-21,81 
e l  t e r c e r  y cuar to  afio respectivamente.  A 1  59 afio e l  increment0 
de l  rendimiento ba jd  a un 10,6%, descenso no expl icado por  e l  
aubor. Los aumentos progresi.vos durante  4 afios i n d i c a r I a n  l a  
implantacidn de l a  f l o r a  que ya s e  m a n i f i e s t a  a p a r t i r  d e l  2 9  
afio, de a l l 1  l a  v e n t a j a  de r e f o r z a r l a  con agregados pe r idd icos  4 n  - 
de m a t e r i a l  a l g a l .  Segan Watanabe (1 962), de 10s r e s u l t a d o s  
obtenidos en e s t a s  11 a r r o c e r a s ,  en un s o l o  caso s e  h izo  eviden- ' 
t e  que e l  t r a t amien to  con a l g a s  proporciond r e s u l t a d o s  c a s i  
s i m i l a r e s  a 10s obtenidos con un agregado de 64 kg. de s u l f a t o  
de amonio/ha . I 
I 
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I 
Venkataraman en l a  India, con un c r i t e r i o  quizg mbs p r i c -  I 
t i co  dado e l  bajo n ive l  econdmico de 10s ag r i cu l to re s  de ese  I 
pals ,  preconiz6 recientemente (1977a) una t6cnica muy s e n c i l l a ,  
I f a c t i b l e  de s e r  l levada a cabo par e l  '.mismo ag r i cu l to r  teniendo 
I en cuenta l a s  parce las  mgs bien pequeflas que s e  cul t ivan.  E l  I n s t i t u t o  de Invest igaciones AgrZcolas de l a  India (IARI) u t  ili- 
I za una mezcla de a lgas  f i j adoras  (Autos&, ToCypotMx,  Sc@nema, FJashc, Anubaenu, PLec;tonema, etc.), que ent rega  a pedido a 10s ag r i -  
cu l to re s ,  a quienes imparte normas para obtener b i o f e r t i l i z a n t e s  
en su propio campo. 
La unidad opera t iva  e s  una p i l e t a  construida en un extremo 
de l a  p s r ce l a  y b ien  iluminada, de aproximadamente 2xlx0,22m de 
profundidad, hecha de mampostersa o de chapa o en 6l t ima ins tan-  
c i a  reves t ida  de p o l i e t i l e n o  para r e t ene r  e l  agua. Luego s e  
agregan 8-10 kg de . t i e r r & ,  s e  l l ena  con agua y s e  deja  decantar.  
Se adiciona 200 g de fos fa to  de sodio o de po tas io  y 2 g de molibdato 
de sodio. Se esparce e l  indculo que e s  suministrado por e l  I A R I  
en b o l s i t a s  de 400 g con una mezcla de l a s  especies an tes  muncio- 
nadas, cuyo costo  e s  de 40 cdntimos de dd la r  aproximadamente. E l  
pH adecuado e s  de 7 - 7 , s ;  s i  11s e r a  a s e r  gcido, an tes  ae co- 
menzar s e  hace un encalado a f i n  % e e l eva r lo .  Se r i ega  diarianen- 
t e  en l a  cant idad necesar ia  como para mantener e l  n ive l  adecuado. 
Cuando e l  crecimiento a l g a l  e s  abundante en l a  supe r f i c i s  
de l a  p i l e t a  (a1 cab0 de unos 7 dfas)  , s e  suspende e l  r iego y 
s e  deja  s eca r  a1 a i r e  y s o l .  Luego s e  recoge e l  mate r ia l  seco 
y s e  guarda en bolsas .  Con un puflado s e  hace una nueva siembra 
en l a  p i l e t a  y s e  r e  i t e  l a  operacibn. En e s t a s  p i l e t a s ,  cad8 
cosecha r i nde  1.5 - ! kg de oagas. La siembra de l a  parcela 
s e  hace en l a  r e l ac idn  de 8-10 kg de hdgas secas/ha,  una sema- 
na despugs de haber inundado ' l a  parce la  con l a s  p l a n t i t a s  ya 
t ransplantadas .  
Las resiembras en l a s  p i l e t a s  de c u l t i v o  pueden r e p e t i r s e  
3 a 4 veces. Cuando e l  suelo s e  agota s e  cambia l a  t i e r r a  y 
s e  procede como anteriormente, inoculando con l a s  propias  a lgas  (e l  inbculo s6 lo  s e  compra una vee) . 
E l  mater ia l  a l g a l  en estado seco puede s e r  almacenado por .I 
la rgo tiempo (unos 2 afios) s i n  perder  s u  v i a b i l i g s d  (Venkataraman, 
1961 b;  1966). . I  .I 1 
I d .d - I * - -  
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De acuerdo a Venkataraman, cuando no s e  u t i l i z a n  f e r t i l i -  
d 
zantes  qulmicos ni t rogenados,  e l  agregado de a l g a s  equiva le  a 1 
usar  20-30 kg de N/ha/cosecha. En e l  caso de agregar  dichos f e z  
t i l i z a n t e s  comerciales,  s e  puede reemplazar un 30 % de 10s misnos 
por inoculac idn  a l g a l ,  l o  que rep resen ta  una economfa. La a p l i -  
caci6n de a l g a s  par  3-4 e s t a c i o n e s  suces ivas  por  l o  menos, asegu- 
r a  un a l t o  rendimienao de l a  cosecha y reduce l a  can t idad  de f e r -  
t i l i z a n t e s  a incorporar  en l a  e s t a c i d n  s i g u i e n t e ,  no requir iendose 
inoculaciones a l g a l e s  u l t e r i o r e s  (Agarwal , 1979) . 
Las medidas de con t ro l  f i t o s a n i t a r i a s  adecuadas,  a s5  como 
o t r a s  p r s c t i c a s  de manipuleo de r u t i n a ,  no i n t e r f i e r e n  con l a  
a c t i v i d a d  de l a s  a l g a s  (Venkataraman, 1977 a ) .  1 Trabajos  s i m i l a r e s  s e  e s t a n  rea l i zando  actualmente en Egip- . 
t o ,  Marruecos , Senegal, e t c  . , con r e s u l  t ados  en genera l  concordan- 
t e s  con 10s obtenidos por e l  Indian  A g r i c u l t u r a l  Research I n s t i t u t e  
(IARI) de Nueva Delhi (Agarwal, 1979). En F i l i p i n a s ,  e l  I n s t i t u t a  
- 
de Inves t igac iones  de l  Arroz inform6 que l a  f i j a c i 6 n  de ni t rdgena 
determinada " in  s i tuV1  con N' en a r r o z a l e s  a lga l i zados ,vur ib  de 
40 - 80 kg de N/ha/aAo. Con l a  misma t e c n i c a  s e  demostrd que e l  
n i t r6geno f i j a d o  y l i b e r a d o  por l a s  a l g a s  a z u l e s  e s  efect ivament  
tomado por  l a s  p l a n t a s  de a r r o z  (Venkataraman, 1977 a ) .  En expe- I , 
r i e n c i a s  a campo s e  ha comprobado que l a  f i  j a c i d n  por  a l g a s  azu- 
l e s  e s  2 - 6 veces mayor ( e s t a c i b n  hfimeda y seca  respect ivamente)  p 
que l a  cor respondiente  a l a s  .simbiosis a s o c i a t i v a s  con l a s  p l a n t a s  
de a r r o z  (I .  Watanabe, 1978). 
Con r e s p e c t o  a1  agregado de a l g a s  a o t r o s  c u l t i v o s ,  l a  - 
"informaci6n e s  escasa  y s e  r e f i e r e  t a n  s o l o  a ensayos en  maceta. -. 
* I 8  
- 
I Hay t r a b a j o s  sobre  lechuga (amento  de peso) ; a j  f  (mayor produc- 
c i6n  de f r u t o s ) ;  tomate (aumento en e l  contenido de vi tamina 0; 
4 
-1 a 
p l s n t u l a s  de cebada (mayor can t idad  de N en l a  p l s n t u l a )  y ag re -  
gad0 de f l o r a c i o n e s  a c u l t i v o s  de cafia de azdcar  (mayor c r e c i -  
miento y rendimiento) (Singh, 1961; Dadhich e t  aL, 1969 y v e r  ' 
Venkataraman, 1966). 
J i  
- .. . 
I b,b;.&* i+.*'*- 
I. 
E l  es tudio ,  se lecc idn  y nanejo agr lco la  de d ive rsas  espe-. 
c i e s  de c ianoffceas  ha permitido ya en va r io s  passes u t i l i z a r l a s  
para aumentar l a  productividad de cu l t ivos  como e l  de l  a r roz .  E s -  
rimentacibn, s e  ext ienda  su uso a o t ros  c u l t i v o s  de inpor tancia  
-4  
de esperar  que en un fu tu ro  pr6xim0, a medida que avance l a  expe. 
agrfcola  (Halperin e t  a l . ,  1981).  -a 
MATERIAL Y METODOS 
2' . a n '  
1- Mater ia l  T .a>.  I . . . 
1.1 Muestras:  Provienen de a r r o z a l e s  de Argentina (Entre 
Rlos, Concepcidn d e l  Uruguay) y fueron reco lec tadas  en diciem- 
bra de 1966 por  Del ia  R. de Halperin y Rosa Dieguez (137 mues- b t r a s  recogidas  en 12 a r r o c e r a s ) .  A p a r t i r  de 9 de e s t a s  muestraqhb 
s e  obtuvieron  l a s  cepas u t i l i z a d a s  en e l  prpsen te  t r a b a j o ,  
- datos . -  de reco lecc idn  son 10s r i g u i e n t e s :  
.I. I .  ' lq: - ,Q \I. 1 . 
I .  Muestra N c  13: San J u s t o ,  v a r i e d a d  de a r roz  
sembrada: H 14. Forma de r i ego :  agua &e arroyo.  Muestra 
e l  fondo de un surco  con agua; pH del  bar ro :  6.4. Productor:  Bell 
. -. &" , y Pbrez. 4 $ ii.. 
.=i. 1 .. . .. ! 
. . 
., 
. L  d m  I 1  Muestras N 9 2 O  y 23: V i l l a  Madero, 19-XII-66. Variedades 
I ' i:de a r r o z  sembradas : H 7 y H 14. Forma de r i ego  : agua de pozo . pH: , ' ~ r  
.6,7-7.0. Productor:  Cohan (Arrocerawta Esperanza") . 
I : I '8 ' 8s 
-%> 
Muestras N 9  58 y 60: Pasando Vil la  E l i s a ,  camino a V i -  , 
Y l l aguay ,  20-XII-66. Forma de r i ego :  agua de pozo. Ambas s e  toma- i '  
2' 
ron de ba r ro  e n t r e  p l a n t a s .  Ng 58, pH 6.4-6,7 y N 9  60, pH 6,7. 
, -.Productor: P u t a l l a z .  . . 
' .I 
. 
' , .  
I ,  . 
, . m >  Muestra N e  79: Pasando V i l l a  E l i s a ,  camino a Vil laguay 
I . 20-XII-66. Variedad de a r roz  sembrada: Gualeygn. Forma de r i ego :  
agua de pozo. Barro e n t r e  p l a n t a s ,  pH 6,7.  1 
I L - 
. 
I . Muestra NO- 90: Sobre arroyo San Miguel , 20-XII-66. ~ a 2 : i e -  
I dad de a r r o z  sembrada: GualeyBn. Riego con agua de a r royo .  Barro de l  fondo de una c a n a l e t a ,  pH 6.7. Productor:  Luis  Fabre.  . 
. . 
, , 
I - I ,  
I 
dades de a r roz  sembradas: I tap6  y Gualeygn (22 afio de a r r o z )  . 
Riego con agua de pozo. Barro e n t r e  p l a n t a s ,  pH 6,7. Productor:  
Araldo Bran de V i l l a  E l i s a .  
Muestra N Q  1 1 5 : Estacidn Experimental Agropecuaria, 
Concepcidn de l  Uruguay (INTA), 21-XII-66. Riego con agua de pozo. 
. ;  
de c u l t i v o  unialgal, a i s t a d a s  en un medio c a r e n t e  de N combinado 
-! 
(Watanabe, 1959a a lgo  modificado; Halperin e t  a l . ,  1973) e iden-  . 
t i f i c a d a s  por Del ia  R. de Halperin,  correspandientes a las fami- 
' 1 i s  b J o h * o ~ ~ ~ e ~ e  y ~cytonmatacae; 
:*?. : , , -  
z.)Hariot (NO 90) ' 
.'.. I 
T o l y p a t W  (Kiitz .) J. Schimdt em. (NO- 20) 
T04potWxtenLLCb ( ~ G t z . )  J. Schimdt em. (Nz 79 b)  - 
cado (Halperin e t  a1 . , 1973), en f r a scos  de 250 m l ,  a l a  tempera- 
tuza de l  l a b o r a t o i i o  y expuestos  a l a  l u z  de tubos f l u o r e s c e n t e s  de 4 8 1  
- 
[7) Las cepas s e  i d e n t i f i c a r o n  con e l  Ne de muestra de l a  cua l  h 
provienen. Cuando a p a r t i r  de una mksma muestra s e  ob tuv ie ron  
' -  
, I I d s  de una cepa cada una de e l l a s  s e  design6 con una l e t r a  
' (a, b, c ,  e t c . )  a cont inuaci6n  de l  N e  de muestra cor respondiente .  
I 
. A  
l i i  - - a k d ~ d  2JL 1,. - * n d  
r (1968) algo modificado, con 
l a  s i g u i e n t e  composicidn: P04H12: 0,039 g ;  SO4 Yg.7H20: 0,075 g ;  
C03Na2.10H20: 0,020 g ;  C12Ca.2H20: 0,027 g; Si03Na2: 0,058 g;  
EDTA Na 10 mM: 0,03 m l ;  i c i d o  c f t r i c o :  0,06 g; t a r t r a t o  f 6 r r i c o  
(C13Fe: 5g + dcidb t a r t i r i c o :  5 g en 1000 m l  de H20 d e s t i l a d a ) :  
2 6 3 g o t a s ;  so luc idn  A6 (B03H3: 2.86 g ;  C 1 2  Mn.4H20: 1,81 g ;  
S04Zn.7H20: 0,222 g; Na2Mo04.2H20: 0,391 g; S04.Cu.5H20: 0,079 g; 
C12Co. 6H20: 0,041 5 g;  en 1000 m 1 .  de H 2 0  d e s t i l a d a )  : 1 m l  ; s e  
l l e v a  a 1000 m l  con H 2 0  d e s t i l a d a .  pH f i n a l  : 6,60. E s t e r i l i z a r  
en au toc lave  15 minutos a 120 'C. 
r .  
. r  
. .. 2 -  T r ip tona-so ja  agarizado: Se u t i l i z 6  e l  product0 comer- 
c i a 1  WxoidV,cuya composicidn por  l i t r o  es: Triptona (Oxoid L42) 
15 g; peptona de s o j a  (Oxoid L 44) Sg; ClNa 5 g;  Agar N g  3 (Oxoid 
L 13) 15 g ;  pH 7,3 (aproximadamente) . Suspender 40 g en 1 l i t r o  
de H20 d e s t i l a d a ,  l l e v a r  a e b u l l i c i d n  h a s t a  d i s o l u c i d n  completa 
y e s t e r i l i z a r  en autoc lave  15 minutos a 1 20° 'C. 
3- Tr ip tona-so ja  agar izrdo  Gon tapdn de vase l ina -pa ra f ina :  
Medio p a r a  e l  crecimiento de orgaaismos anaerobios .  En cada tub0 
de ensayo con e l  medio indicado e s t 6 r i l  y despu6s de l a  inocula-  
c i d n  se colocd un tapdn de 1 cm de espesor  aproximadamente de va- 
s e l i n a - p a r a f i n a  en p a r t e s  igua les ,  tambidn e s t b r i l .  La mezcla de 
vase l ina-parkbina  s e  e s t e r i l i z d  en audoclave durante  1 hora a 
120 E C .  1. -. 
4- Ex t rac to  de malta  agarizado:  Se u t i l i z d  e l  product0 
comercial "Bacto-Difco" con l a  s i g u l e n t e  composicidn por  l i t r o :  
maltosa t b c n i c a :  12,75 g ;  d e x t r i n a  Difco:. 2,75 g ;  g l i c e r o l :  
2,35 g;  Bacto-peptona: 0,78 g y Bacto-agar:  15 g. Suspender 33,6g 
1000 m l  de agua destilada fr-levar a e b u l l i c i d n  h a s t a  d i s o l u c i d n  t o -  
t a l  y e s t e r i l i z a r  en autoc lave  15 minutos a 120 O C .  pH f i n a l :  4,6 
a 25 O C .  
1 - 4  - Luz u l t r a v i o l e t a  : Se u t i l i z d  una l impara germicida 
0 
modelo F6 8132-A, de 2537 A General Electric (UM),colocada 
dentro de u cimara de -1dera +e lx0,25x0,40 m ,  con una e s t a n -  
7;-.>r - t Z'-i 7, KP 
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t e  graduable y una puerta anterior.  En e s t e  caso e l  estante  
s e  f i j d  a 20  cm de l a  fuente luminosa. 
2.1- Obtenci6n de c u l t i v o s  axgnicos 
a)  I r r a d i a c i 6 n  con luz  u l t r a v i o l e t a  (U.V.) :Se i r r a d i a r o n  
l a s  cepas u n i a l g a l e s  con U.V. durante  d i s t i n t o s  i n t e r v a l o s  (20, 
40,  60, 75 y 90 minutos) s igui indo l a  t e c n i c a  u t i l i z a d a  por 
Halperin e t  a l .  (1973), tgcnica  mucho mgs s e n c i l l a  que l a  u t i l i -  
zada por o t r o s  a u t o r e s ,  ya que no requ ie re  e l  empleo de v i d r i e -  
rPa de cuarzo n i  r o t a c i 6 n  de 10s c u l t i v o s  durante  l a  i r r a d i a c i 6 -  
Antes de  i n i c i a r  cada ensayo,se e s t e r i l i z d  l a  cgmara de 
i r r a d i a c i 6 n  camtendiendo l a  l h p a r a  germicida durante  unos 30 
minutos aproximadamente . 
Para l a  obtenci6n del  ma te r i a l  a  i r r a d i a r ,  una pequefla 
cantidad de cada uno de 10s c u l t i v o s  a  p u r i f i c a r  s e  t r a n s f i r i d  
a  una c a j a  de P e t r i  e s t g r i l ,  y mediante ansas  s e  l o  f racc iond 
en porciones de lmm2 de s u p e r f i c i e  aproximadamente. Por cada 
cepa y cada uno de 10s tiempos de i r r a d i a c i 6 n  a  ensayar ,  v a r i a s  
de dichas f r acc iones  s e  pasaron a  un p o r t a  o b j e t o  excavado, p re -  
viamente e s t e r i l i z a d o  por inmersidn en a lcohol  y  flameado, co lo-  
cad0 dentro de una c a j a  de P e t r i  e s t d r i l ,  y  en e l  cua l  s e  habian 
ve r t ido  2 a 3 go tas  d e l  medio n u t r i t i v o  Ne 1 .  
Las c a j a s  s e  expusieron destapadas a  l a  l u z  u l t r a v i o l e t a ,  
a  una d i s t a n c i a  de  20 cm aproximadamente de l a  f u e n t e  luminosa. 
De acuerdo con e l  p l a n  t razado r e s p e c t o  a  10s tiempos de expo- 
s i c ibn ,  s e  fueron  r e t i r a n d o  de l a  cgmara tapsndolas  previamente 
y s i n  apagar l a  l u z .  
Dado e l  tamaflo de l a  gota en l a  que quedan suspendidos 
10s f i lamentos o 10s agregados c e l u l a r e s ,  puede cons ide ra r se  
que l a  acc i6n  de l a  l u z  u l t r a v i o l e t a  a lcanza a  l a  mayor p a r t e  
del  m a t e r i a l ,  con e l  cual  s e  h i c i e r o n  8 s u b c u l t i v o s ( 8 ) e n  t u -  
(8)  -Escogimos e s t e  ntlmero (8 ) ,  - que es  completamente a r b i t r a r i o - ,  
por s e r  p r a c t i c a b l e  en nues t ras  condiciones de t r a b a j o .  Debe t e -  
n e r s e e n c u e n t a  que cuanto mayor s e a  e l  n thero  de s u b c u l t i v o s ,  
t a n t o  mayor s e r 5  l a  posi l i l idad de s e p a r a r  un cop0 de m a t e r i a l  1i 
bre de contaminantes.  .Ger lo f f  e t  a l .  (1950) aconse jan  p repara r  
- u l t i v o s ,  si i n d i  c i e -  -'s r"-&- 
I 
1 bos de ensayo con e l  medio de Allen y S t a n i e r  (No 1) ell 
dolos a l a  luz  i n d i r e c t a  de tubos f luorescentes  de 
40 W a l a  
temperatura de l  l a b o r a t o r i o .  Las i r r ad iac iones  de r e a l i z a r o n  
por duplicado. - 
I 
La t l c n i c a  seguida r e s u l t 6  tambidn muy coveniente  para  
obtencibn, d e  1 n c  cl~hrt~i t w - e  - -  - - -  - - - 
- 
l a  
-- - -  --- -YYIUIb.LVV3, ra ~ U U  ar Zener todo e l  m a t e r i a l  
i r r ad iado  concentrado en un pequelo volumen. s e  sirnnl +fir. 
- =------ "'L 
mane jo . 
b) Controles  de pureza: A f i n  de v e r i f i c a r  l a  pureza de  
10s c u l t i v o s  v i a b l e s  despu6s de l a  i r r a d i a c i d n  s e  u t i l i z a r o n  
10s s i g u i e n t e s  medios: t r i p t o n a  s o j a  agarizado,  e l  mismo con 
, 
tap6n de v a s e l i n a - p a r a f i n a  Y e x t r a c t 0  de malta a m a r i z n d n -  
- - - - - ---- - -- 
-0--  ----- - 
Los c o n t r o l e s  de  pureza se r e a l i z a r o n  en tubos de ensayo, 
con 10s t e s t i g o s  correspondientes .  Las l e c t u r a s  s e  r e a l i z a r o n  
m1 a l as  24-48  horas ,  prolongtSndolas has ta  10s 30-45 dSas, a f i n  -- 
de d e t e c t a r  aaue l los  contaminantes - de crecimdento m a s  l e n t ~ .  '4 
2 . 2 -  Determinacidn d e l  $ de N, contenido proteico '  y N f i -  
j ado. . 
Cada una de l a s  cepas,  t a n t o  l a s  o r i g i n a l e s  no i r r a d i a d a s  - 
cow, l as  i r r a d i a d a s  axbnicas ,  se sembraron en 3 f r a s c o s  Pyrex 
de 250 n l  cada uno, con 70 m l  de medio We 1. Se expusieron duran- 
+ 
t e  60 - 1 dSas a l a l u z  de  tubos f l u o r e s c e n t e s  de 40 W, a l a  tem- 
pe ra tu ra  d e l  l a b o r a t o r i o .  Una a l i c u o t a  de 10s in6culos  sembra- 
~ O S  en cada f ra sco  s e  l l e v d  a e s t u f a  (llO°C) h a s t e  peso constan-  
t e  ( 2 4 - 2 6  hs)  a f i n  de determinar  su peso seco. A 1  cab0 d e l  l a p -  
so indicado ( 2  meses aproximadamente) y pa ra  cada cepa,  s e  s e -  
par6 por c e n t r i f u g a c i d n  l a  masa a l g a l  de l  medio de c u l t i v o :  s e  
determin6 e l  peso seco de dicha masa y e l  volumen y pH d e l  medio 
de c u l t  ivo . 
E l  amino n i t r6geno  s e  determind por e l  m6todo de l  micro- 
" . I  
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obtuvo as5  e l  porcenta je  de  n i t r d g e h ~  
de id masa a l g a l ,  s u  contenido p r o t e i c o  ($  N x 6.25) y s e  ca lcu ld  
ademcls e l  ni t rdgeno f i j a d o  en 60 d l a s  por  cada cepa, expres6ndolo 
en mg N/100 m l  de medio de:cult tvo.  Estas determinaciones s e  h i c i  
i 
ron por  cuadruplicado. 
Se ind ica  a cont inuacidn 10s d e t a l l e s  d e l  mdtodo seguido: l a  ' 
t dcn ica  de determinaci6n de ni t rdgeno por  micro-Kj e ldah l  y c o l o r i -  
metrIa  corresponde a l a  d e s c r i p t a  por  Lang (1958) y Jones (1960), COI 
algunas modif icaciones comunicadas verbalmente p a r  e l  'Lic.  Jo rge  
Duville (CIBIMA; INTI), y o t r a s  e laboradas  en nues t ro  l a b o r a t o r i o .  
E l  mdtodo c o n s i s t e  en: d i g e s t i d n  i c i d a  de l a  muestra (des- 
composici6n de l a  mater ia  organica  ni t rogenada en agua, anhldrido 
carbdnico y amoniaco), n e s s l e r i z a c i d n  y medicidn d e l  c o l o r  r e s u l -  
t a n t e .  Con e s t e  metodo s e  puede d e t e c t a r  de 1 a m6s de 1,000 
de n i t rdgeno . 
. 
'I Reactivos:  a a s  drogas usadas son a n a l l t i c a s ,  y e l  agua des-  
ionizada y d e s t i l a d a  por d e s t i l a d o r  de v i d r i o  con agregado de 
permangana t o  de pota  s i o  . 
1 -  Mezcla #ara  d iges t idn :  l o s  s i g u i e n t e s  drogas s e  combinan 
en e l  orden dado: 
H 2 0  d e s t i l a d a - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  h a s t a  250 m l  
ac id0  s u l f t i r i t o  concent rado-- - - - - - -  25'0 m l  
s u l f a t o  de cobre 1 h i - - - - - - - - - - - - - - -  20 m l  
E l  s e l e n i o  m e t i l i c o  s e  d i s u e l v e  previamente en un bal6n 
Kjeldahl a temperatura media (100-150°C) durante  30 minutos en ;q 
20 a 30 m l  de Bcido sulffirico concentrado. 
2 -  Reactivo de Ness ler :  7 g de  ioduro mercdrico y 5 g de 
ioduro de p o t a s i o  s e  d isue lven  en  agua; luego s e  completa con 
agua h a s t a  500 m l ,  dejando e s t a  so luc i6n  en he ladera  y oscur idac  
durante  12 horas.  Se separa  con papel de f i l t r o  comtin e l  exceso 
de ioduro merctirico. A 1  f i l t r a d o  s e  l e  agrega 160m1 de una solu-  
c i6n  acuoso a1 1% (peso en volumen) de goma a r i b i g a  t 9 )  . ~e con 
- 
p l e t a  con agua has ta  1.500 m l .  La soluci6n debe p ro tege r se  de 
l a  l u z .  Inmediatamente a n t e s  de usa r ,  una a lzcuo ta  de e s t a  so lu*  
c i6n  s e  d i luye  con igua l  volumen de hidr6xido de sodio 2 N .  P rl 
3- Soluciones s tandard  de: ,ij 
a )  Sul fa to  de amonio: 19.65 g de s u l f a t o  de amonio a n h i i h  
dro,  previamente secado en desecadow, s e  d isue lven  y l l e v a n  a 
250 m l  en una soluci6n de Bcido sulfCirico , 0 , 2  N .  Para p repara r  ,' 
10s s tandard  s e  hacen d i l u c i o n e s  que contendrdn cant idades  cono- 
c i d a s  de s u l f a t o  de amonio. 
b) Lis ina :  652 mg s e  d isue lven  en 100 m l  de agua. 
Equipo 
A h  Aparato para  d i g e s t i 6 n :  como elemento c a l e f a c t o r  s e  - 
de arena a 320°C. Las muestras  colocadas en tubos de ensayo co-  
munes (15 x 150 mm) s e  in t roducen h a s t a  una profundidad de 2,s 
cm en l a  arena.  Esto permite  que cada tub0 actt ie simultfineamen- 
t e  como. condensador,dando una adecuada drea  de r e f l u j o .  E l  apa- 
r a t 0  usado permite e l  procesamiento simultsneo de numerosas muez 
B. Fotocolorfmetro: se us6 e l  modelo "Spectronic  20" ' 
de Bausch y Lomb. 
Procedimiento: en cada tub0 de ensayo s e  colocan 15 mg de 
(9) -  Cumple l a  funcidn de e s t a b i l i z a r  e l  complejo coloreado que . 
s e  forma en l a  reacc idn  de  Ness ler  (Jones,  1960). 
-- - - 1 
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muestra y 1 m l  de mezcla para d iges t ibn .  Estos tubos,  junto con. 
o t r o s  que cont ienen soluciones s tandard ,  . s e  colocan en e l  baflo 
de arena h a s t a  que l a  temperatura a lcanza  320 O C ,  y s e  10s man- 
' t i e n e  a e s t a  temperatura por 1 h 30 min a 2 h. Para 10s standakd 
son s u f i c i e n t e s  30 min. Luego s e  r e t i r a n  10s tubos y s e  10s de- 
j a  e n f r i a r  a temperatura ambiente. Cada tubo se di luye  en l a  f o r  
ma necesa r i a  para  hacer  l a s  l k c t u r a s  en e l  fotocolorfmetro.  Se - 
toma una a l i c u o t a  de 3 m l  de e s t a  so luc idn  y s e  mezcla con 4 m l  d 
so luc idn  de Nessler ,  s e  de ja  en reposo por  10 minutos en oscur ida  
y luego s e  l e e  l a  densidad 6 p t i c a  a 4 2 0  m p  en e l  fotocolorfmetro.  
A p a r t i r  de l a  curva de c a l i b r a c i 6 n  hecha con 10s s tandard  
de s u l f a t o  de amonio s e  c a l c u l a  e l  contenido de ni t r6geno de l a s  
muestras.  
Todas l a s  determiraciones s e  hacen por  cuadruplicado . 
2.3 Tratarniento e s t a d f s t i c o  de 10s da tos  obtenidos 
A- Selecc idn  de cepas 
Para s e l e c c i o n a r  cepas con mayor contenido p ro te ico  y me- 
j o r e s  f i j a d o r a s  de N 2 ,  t a n t o  i r r a d i a d a s  con .U.V. (axCnicas) co-  
mo no i r r a d i a d a s , m p l  i c h l  m6todo de comparaciones simult6nea* 
de Tuckey que permite  comparar l a s  cepas de a pares.. 
\.. ' I 
B- I n f l u e n c i a  d e l  t r a t amien to  de l u z  U.V. . 8 e 
Para e s t u d i a r  s i  e l  t r a t amien to  con 'U.V. a s 5  como e l  t iem 
po de i r r a d i a c i 6 n  a f e c t a n  e l  contenido p r o t e i c o  y l a  capacidad 
de f i j a r  N2 de l a s  cepas cons ideradas  s e  a n a l i z d  primer0 s i  ha- 
b l a  i n t e r a c c i 6 n  e n t r e  cepa y tiempo de i r r a d i a c i b n .  Como Bsta 
no r e s u l t 6  s i g n i f i c a t i v a  t a n t o  pa ra  contenido p r o t e i c o  como par  
N f i j a d o  ( F  6,221 0,55 y F 6,221 0,56 respect ivamente)  s e  propu- 
so un modelo a d i t i v o  de dos f a c t o r e s  ( cepa y tiempo) consideran-  
do que l a s  curvas de contenido p r o t e i c o  y N f i j a d o  en funci6n 
de l  tiempo de i r r a d i a c i 6 n ,  pa ra  las d i s t i n t a s  cepas,  son p a r a l e  
..' J' ' 
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, Solo s e  analizaron l a s  cepas con mayor ntinero de datos:  .I 
b t o c  pun&Ldorune (Ng 90) ; NOA$UC WWNM (NP 11 5) y ToLypOiWx t a u d  
(IU9 114 b), en su condicidn o r ig ina l  y l a s  i r radiadas  axdnicas co- 
rrespondientes.  
C -  Correlacidn sn t re :  a) aumento de peso seco de l a  masa 
a lga l  y N f i j a d o  a Zos 60 d i a s  de cu l t ivo  y B) v i a b i l i -  
dad y axenidad despugs de l  tratamiento con11 l u z  U. V. 
a )  Se determinaron 10s coef ic ien tes  de corre laci6n para 
l a s  cepas ax6nicas da: i) Noatocuceae, i i )  S c y t o U a c e a c  y iii) 
Noatofacone y Scgton~urcue. Se obtuvo l a  r ec t a  y = ax+b por e l  
m6todo de cuadrados mlnimos y s e  calcularon 10s in te rva los  con 
un 95 % de confianza. 
b) Se calcularon 10s coef ic ien tes  de corre lacidn e n t r e  
e l  nlhero de subcult ivos v iab les  y e l  n h e r o  de subcbl t ivos  
axdnicos en 10s d i s t i n t . 0 ~  tiempas do i r radiaci6n.  Se obtuvo 
l a  rec ta  y = ax+b por e l  mdtodo ds cuadrados nZnim~s y s e  de t e r  
- 
minaron 10s i n t e rva los  con un 95 O de confianxr. 
Los puntos A y 'B fueron real izados  por personal d d  Labora- 
t o r i o  de Es tadfs t i ca  de l a  Facultad de Ciencias Exactas y Natu- 
r a l e s  (U.B.A.). 
-- . - 
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En 10s cuadros N P  1-4 se consignan 10s r e s u l t a d o s  obtenidos 
para  Nohtoc muw&,m (NQ 23, 60a y 1 1 5) ; Nosbc p&dome(fl 90) ; 
RESULTADOS - Y CONCLUSIONES 
S c y ~ ~  ha6mavaLL(Ne 13a y 58) y T ' o & p o ~  tutu.& (Ns 20, 79b y 114b), 
con respec to  a 10s s i g u i e n t e s  parametros: tiempos de i r r a d i a c i d n  
y subcu l t ivos  axgnicos;  peso ssco  de l a  masa a l g a l  initial, fi- 
nal  e increment0 ( A  ) d e l  mismo a 10s 60 d i a s  ; volumen y pH f i n a l  
de l  medio de c u l t i v o ;  porcen ta je  de n i t rdgeno promedio de l a  mass 
alga1;contenido p ro te ico  promedio y n i t rdgeno f i j a d o  a 10s 60 d h s  
de c u l t i v o .  
En 10s puntos 1-8 que ss dan a cont inuacibn,  s e  a n a l i z a n  10s 
r e s u l t a d o s  obtenidos.  
01. fiml del 
;r: ' i o b a i l t i ~ ~  160 I ? ,  1% 168 128 164 148 150 142 166 166 170. 164 160 147 168 164 a 
' pH finril del Em- 
8.10 8.60 7.50 8.00 8.55 7,70 6,90 8,95 7.10 7,OO 7.30 7.60 8,20 8,35 7,OS 7.30 
. . .  
' :Csntenido pro- 
35,44 29,75 26,W 33,75 29,87 29.12 25,81 15.37 29.44 23 30 22 23,44 18 19,75 24,s 4 

Cepa Ng 
CUADRO N? 3:  Scytonema hodmanni 
Tiempos de 
irradiacidn (min) 
Subc. axgnico N? 
Vol . f i n a l  del  
lnedio de c u l t i vo  (ml) 182 166 165 159 
pH f i n a l  del medio 
de c u l t i v o  
% N de l a  ma- 
sa a l g a l  
Contenido proteico 
(% 1 32,37 22,94 48 ,s  26,12 
N f i jado  (mgN/100 
m l  de medio en 60  d) 3,85 2 ,29  7 ,93  2,73 

1- OBTENCION - DE CEPXS AXENICAS FOR IRRADIACION CON LUZ ULTRAVIOLETA 
P 7 --(U.V.) DE 2537 A ?i 
Una e tapa  fundamental en l a  se lecc idn  de c ianofsceas  fi jados 
r a s  de ni t rdgeno molecular e s  l a  obtencidn de c u l t  ivos  axbnicos, 
ya que s d l o  con culXivos bacterioldgicamente puros se puede asegu* 
r a r  fehacientemente l a  capacidad de f i j a c i d n  de l a s  cepas en e s t u  
dio . 
Las a l g a s  a z u l e s  son par t icu lannente  d i f s c i l e s  de p u r i f i c a  
debido a1  muc5lago segregado por l a s  c b l u l a s ,  e l  cua l  no sd lo  r e  
presenta  un s u s t r a t o  adecuado para e l  c rec imiento  de muchas bac- 
t e r i a s  y o t r o s  contaminantes (Taha y E l  Refai ,  1963), s i n o  que 
ademls 10s protege  de la  accidn de 10s d i v e r s o s  agentes  f f s i c o s  . 
o qufmicos u t i l i z a d o s  en 10s d i s t i n t o s  mgtodos de p u r i f i c a c i d n  .I 
(Tchan y Gould), 1961). Estos han s ido  rev i sados  por Halperin 
E e t  a l .  en 1973 y por  Roger y Renauld en 1977. Los p r i n e r o s  auto-  
r e s  ind ican  10s r e s u l t a d o s  obtenidos con agua de c lo ro ,  a n t i b i b -  
t i c o s  y l u z  u l t r a v . i o l e t a  en cepas pe r t enec ien tes  a l a s  f ami l i a s  , 
Nostocaceae y Scytonemataceae, obteniendo cepas axdnicas  s610 .I 
;i - porv i r r a d i a c i b n  con U.V. 
En t r a b a j o s  p o s t e r i o r e s  r ea l i zados  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o ,  
corroboramos que l a  i r r a d i a c i d n  con U.V. e s  sl mbtodo m B s  rapid0 
y con mayores probabi l idades  de dx i to  pa ra  l o g r a r  c u l t i v o s  axbni- 
cos he a l g a s  azu les .  
En base  a e s t o s  antecedentes  s e  us6 l a  misma metodolog5a 
., 
en e l  p r e s e n t e  t r a b a j o .  E l  es tudio  e s t a d 5 s t i c o  de 10s da tos  ob- 
ten idos  permi t id  eva lua r  e s t e  t ra tamiento  con respec to  a l a  ca-  
pacidad de f i j a c i d n  y a1 contenido p ro te ico  (puntos 8 y 6 respee  
t ivamente de Resul t ados  y Conclusiones) . 
E l  e f e c t o  p e r j u c i c i a l  de l a  r ad iac idn  u l t r a v i o l e t a  parece-  
r l a  deberse pr incipalmente a s u  accidn sobre  e l  Bcido desoxi -  
r ibonucle ico  (DNA). E l  dafio m8s drami t ico ,  por  supuesto,  e s  l a  . 
I: I-' .''mw-- . t 
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muerte de l a  c b l u l a .  Otros e fec tos  incluyen mutagbnesis, c a r c i -  
nogenesis,  i n t e r f e r e n c i a  en l a  s l n t e s i s  de DNA, Bc 
I co (RNA) y p r o t e l n a s ,  r e t r a s o  de l a  d i v i s i d n  c e l u l  l a  permeabil idad  y movilidad (Smith, 1977). 
i I a  En l a s  b a c t e r i a s ,  l a s  d i ferentesqcepas  muestran grandes va- 
r i ac iones  en s u  s e n s i b i l i d a d  i l a  r ad iac idn  U.V., l a  cua l  depen- 
1 I de de s u  capacidad de repa ra r  e l  dafio fotoqufmico 
1.c.)  . I I Con respec to  a l a s  a l g a s  azu les ,  Singh en 1978 es tudid  en 
Anabaena vakiabUid l a  inac t ivac idn  por  l u z  U.V. (254 nm) y l a  
reparacidn d e l  dafio causado . Observd que l a  i r r a d i a c i d n  produjo 
una disminucidn en e l  porcenta je  de supervivencia ,  indicando - 
que l a s  razones de l e t a l i d a d  son l a s  mismas que s e  han informa- 
do para  b a c t e r i a s :  formacidn de dlmeros de p i r imidma,pr inc ipa l -  
mente de l a  t imina .  Dado que e l  porcen ta je  de muerte aumenta 
I con l a  d o s i s  de .U.V. ap l i cada ,  dicho a u t o r  concluy6 que l a  d i -  
merizacidn en e s t a  e spec ie  e s  d o s i s  dependiente.  Sus observa-  
I ciones r eve lan  que e l  dafio producido por  U.V. puede s e r  r e v e r t i -  
do considerablemente s i  e l  a l g a  i r r a d i a d a  s e  expone a un t ratamien-  
t o  p o s t e r i o r  con l u z  v i s i b l e ,  l o  que i n d i c a  que e l  mecanismo de 
reparac idn  es s i m i l a r  a1 de o t r o s  microorganismos. Ademis de l a  
4 f o t o r m e ~ t i v a c i 6 n ,  consider6 que o t r o  mecanismo para  e l iminar  
dimeros de p i r i m i d i n a  en e s t a  misma especie,  s e r l a  l a  reparac idn  
I I en oscur idad  ( e s c i s i b n ) ,  ya observada en b a c t e r i a s .  
I (en d i f e r e n t e s  Singh (1. c . )  f a s e s  , cons idera  de l  crecimiento qu  l a  v a r i a c i d n  de una misma en l a  cepa s e n s i b i l i d a d  o en cep s 1 
I de una misma espec ie  o en d i s t i n t a s  e spec ies  d e l  mismo g6nerosetc3 depende de l a  capacidad para r e p a r a r  dimeros de p i r imid ina  y/o t o -  
I l e r a r  dlmeros no reparados.  
Haynes (1964 , segtin Singh, 1 . c . )  cons ide ra  que l a  s e n s i b i -  
l i d a d  de 10s organismos depende fundamentalmente de l a  composicidn 
quimica de su  DNA, en p a r t i c u l a r  de l a  r e l a c i d n  de sus  bases .   AS^, 
un organism0 con un DNA r i c o  en adenina y t imina  (A-T) e s  m B s  sen- 
I I 1
I 
I 
En e l  cuadro NO 5 s e  consigna e l  ntimero de subcul t ivos  v i a  
I bles,  sobre 16 real izados  para cada cepa y tiempo de i r radiacidn.  
I Este cuadro muestra que l a  v iab i l idad  fue muy poco afectada por l a  i r rad iac idn  con U.V., ya que de 720 subcultivos i r r ad i ados  540 c r e -  
I cieron (75$), siendo mayor en l a s  Sc@n-eae que en - l a s  Nohtocace (367 y 1 73 subcul t ivos viab1es~:respectivamente) . 
De acuerdo a e s to s  resul tados  podemos conc lu i r  que l a s  cepas 
de algas azules  estudiadas son muy r e s i s t en t e s  a l a  l uz  U.V.,carac- 
t e r f s t i c a  ya observada por d i fe ren tes  autores (Newton e t  a l . ,  1979) 
Esta r e s i s t enc i a  podrfa deberse en par te  a l a  fo tor reac t ivac i6n  dado 
que 10s cu l t ivos  fueron expuestos a l a  l uz  v i s i b l e  contfnua inmedia- 
tamente despues del  t ratamiento.  Singh (1978) observe una buena r e -  
acdivacidn en Anabaena v- luego de 24 h de exposicidn a l a  l u  
v i s ib l e .  Tambign s e  sabe que l a s  cianoffceas son r e s i s t e n t e s  a cc 
diciones extremas (temperatura, a l t a  sa l in idad  y l a rgos  perfodos dc 
sequla) debido a sus  c a r a c t e r f s t i c a s  morfoldgicas como s e r  vainas 
gruesas, gran produccidn de mucflago, e s t ruc tu ra s  de r e s i s t e n c i a  
. (acinetas,  que ocasionalmente pueden s e r  v iab les  has t a  m i s  de 100 
e t c .  
I 
afios), a1 t a  viscosidad del!-gel protoplasmbtico, propagacidn asexual,  
En cuanto a1 crecimiento a lga l  (ntimero . de subcul t ivos viables ' 
puede verse que v a r l a  en l a s  d i f e r en t e s  cepas. Esto podrIa r e s u l t a r  
no sdlo  de una mayor o meltor r e s i s t e n c i a  a1 U.V. de l a s  cepas e s t u -  
diadas, s ino tambidn a1 hecho de que a1 i r r a d i a r  una poblacidn, es  
f a c t i b l e  que algunas ce lu l a s  circunstancialmente m i s  protegidas  
r - por e l  mucflago o por o t r a s  capas ce lu l a r e s ,  no r e s u l t e n  afectadas  1 
y crezcan posteriormente. Dentro de una misma cepa, e l  ntimero de 
subcult ivos v iab les  var fa  no sdlo por 10s d i s t i n t o s  tiempos de i r r a -  
dicacidn empleados s ino  tambien por l a  razdn antedicha.  
En e l  cuadro N e  6 s e  observa que de 10s 720 c u l t i v o s  i r r a d i a -  
dos sdlo 40  r e su l t a ron  axdnicos (5,55 $) con respecto  a 10s contro-  
CUADRO NO 5: NOmero de subcultivos viables  en 10s 
d i s t in tos  tiempos de irradiacidn 
Cepas 
Tiempo de i 
20 40 
rradiaci6n (min) NO de 
subc. / 
60 75 90 cepa 
NOSTO CAC EAE 
Nodtoc mud cohum 16 9 8 8 6 47 
(NO 23) 
Nodtoc muscohum 16 14 14 13 10 67 
(NO 60a) 
Nodtoc mudcokum 14 8 5 2 7 36 
(NO 1 1  5) 
Nostoc p u n c t i ~ o h m e  10 6 2 . 1  4 23 
(N99 0) 
SC YTONEMATAC E A E  
scytonema ho6mann.L 16 15 16 15 
%NO 13a) [q ..I *lP 1% 76 
Scytonema hodmanni 16 .I6 16 15 14 77 
(NO 58) 
ToC ypothhix t e n u i d  16 15 13 15 13 72 
(Ng 79b) 
I 
NO- de i 
CUADRO N= 6: NCrmero de subcultivos axdnicos en 10s 
distintos tiempos de irradiaci6n. 
NOSTOCACEAE 
Tienpo de irradiacidn (min) Ng de NO de 
subcl  subc. / 
30 40 60 7 5  90 cepa familia 
N O ~ ~ O C  mudcokum - - 
(NO- 23) 
N o d t o c  muscokum 
@g 60a) 
N o s t o c  musco4um - 
(NO-1 15) 
N O A ~ O C  p u n c t i b o k m e  5 5 n$:l-# 
(Ne 90) - 
. , i '  
SCYTONEMATACEAE 
S c  y t o  nema ho dmanni  - - 
(Ng 13a) 
S c y t o  nema ho dmanni 
(NO 58) 
T o t y p o t h k i x  tent& 
(N2 20) 
T o t  y p o t h k i x  t e n u i d  
(NO 79b) 
T o t  y p o t h a i x  t e n u i s  - - 1 3 4 
(NO 114b) 
l e s  de pureza usados. De es tos  40 subcult ivos ax€nicos, 28 per- 
tenecen a l a s  Nodtocaceae y 12 a l a s  Scytonamataceae. E s  dec i r ,  
que corresponde e l  menor nClmego de subcul t ivos  axgnicos a l a  f a -  
mi l ia  Scytonemataceae, l a  cual presentaba e l  mayor n b e r o  de sub- 
cu l t ivos  v iab les .  E s t s  podrfa deberse a que e s t a  fami l ia  posee 
representantes m8s r e s i s t e n t e s  a  l a  luz .  U.V. no s6lo  por poseer 
mayor capacidad para reparar  e l  daflo fotoqufrnico a s u  DNA s ino - 
tambien debido a c a r a c t e r l s t i c a s  e s t r u c t u r a l e s ,  como s e r  vainas 
mas gruesas que disminuirsan l a  dos i s  rec ib ida .  A1 mismo tiem- 
po dichas vainas pwotegersan a l a s  b a c t e r i a s  de l  e fec to  l e t a l  de 
l a  i r rad iac i6n ,  explicandose as2 e l  menor n h e r o  de subcul t ivos 
axenicos obtenidos. Otra posible  expl icaci6n s e r l a  l a  presencia 
en l a s  Scytonemataceae de bac t e r i a s  mas r e s i s t e n t e s  a1  U.V. que ;: 
en l a s  Nebtbcaceae,pero e s  poco probable que s e  db e s t a  c i rcuns-  
tancia  dado que todas l a s  cepas provienen de h a b i t a t s  s imi l a r e s ,  
Con todo no s e  puede descar ta r  l a s  pos ib l e s  asociaciones p a r t i -  
cu la res  e n t r e  una b a c t e r i a  y un a lga .  En e s t e  caso l a  menor p ro- .  
babi l idad de obtener una cepa axdnica podr la  deberse a una mayor , 
r e s i s t e n c i a  de l a  b a c t e r i a  a  l a  . i r r a d i a c i d n .  b 
E l  n h e r o  de subcul t ivos  axdnicos (x) con respecto  a1 da , 
viab les  (y) obtenidos en cada tiempo de i r r a d i a c i d n  (Cuadros N n  -- 
6 y. 5 respectivamente),  dan como resu l tado  una cor re lac idn  l i n e a l  I 
s i g n i f i c a t i u a  con 2 p<0 ,05  y un c o s f i c i e n t e  de cor re lac idn  
r= 0 , 4 7 .  Por e l  mdtodo de cuadradcsmfnimos s e  ca lcu l6  l a  r e c t a  .' 
y= ax+b con a- -1,43 + 0 ~ 8 2  y b- 13,27 ? 9,35. Estos i n t e rva los  9 
s e  ca lcularon con un 95 1 de confianza. De donde podemos conc lu i r  
que en l a s  condiciones de nuest ra  exper iencia ,  a  mayor ntimero de 
subcul t ivos  v i ab l e s  obtenidos menor e s  l a  probabi l idad de l o g r a r  
subcult ivos ax6nicos. Con tiempos de i r r a d i a c i d n  breves (20 y 
4 0  min) s e  obtienen numerosos subcul t ivos  v i ab l e s  (93,OS y 79,861 
respectivamente) pero e l  ntimero de subcul t ivos  axdnicos e s  bajo 
(3,s  y 4 , 8 6  1 respectivamente, Cuadro Ne 7) .  
, I 
-1 
CUADRO Ne 7 :  Porcenta jes de subcultivos axenicos y viables ; 
TIEMPOS DE IRRA- 20 40 60 75 90 
DIACION CON U . V .  (hrin) 
% de subcultivos viables 93,05 79,86 68,75 66,66 66,66 
C, Ne de viables 
g emcadatismpo 397 6,08 3,03 9,37 16,66 
*a total de 
aix6nicos 
En cambio l a  i r r a d i a c i d n  de l a s  cepas durante  90 minutos 
fue l a  que d id  mejores resul tados :  11,11 % de cepas axenicas  
sobre e l  t o a a l  de i r r a d i a d a s  en e s t e  tiempo, con un porcen ta je  
de v i a b i l i d a d  de 66,66 % y un 40 % con respecto  a 1  t o t a l  de sub- 
c u l t i v o s  axdnicos obtenidos (Cuadro N g  7) .  Por l o  t a n t o  en l a s  
condiciones de n u e s t r a  experiencia  e l  tiempo mas aconse jable  para 
asegurarnos l a  obtencidn de cepas axenicas  e s  90 minutos. 
En genera l ,  l a  mayorla de 10s a u t o r e s  que emplearon e s t e  
agente f l s i c o  no prolongaron s u  acc idn  m8s de 20-30 minutos. 
Taha y E l  Refai  (1963) indicaron  60 minutos de i r r a d i a c i d n  como 
tiempo mlximo. Halperin e t  a1 . (1 973), u t i l  izando tambidn cepas 
de Nodtocaceae y Scytonamatacrae, obtuvieron  un buen crecimiento 
has ta  60 minutos y una cepa r e s i s t i d  75,90, 105 y 120 minutos. 
Mehta y Hawxby (1 977) u t i l i z a r o n  h a s t a  120 minutos con buenos 
r e s u l  tados  , no observando cambCos morfoldgicos a1  microscopio 
e l e c t r 6 n i c o .  
Estas d i f e r e n c i a s  BndicarSan que no pueden da r se  pautas  
genera les  debido a que cada cepa e s  un caso p a r t i c u l a r  y a que 
10s r e s u l t a d o s  de  l a  i r r a d i a c i d n  dependen de l a  composicidn de l  
nedio (Reddy, 1976), d e l  es tado d e l c u l t i v o  (edad, espesor  de 
l a  vaina,  can t idad  de mucSlago, e t c ) ,  na tu ra leza  y n b e r o  de 
contaminantes, a s s  como de l a  duracidn de l a  i r r a d i a c i d n .  
Consideramos entonces que l a  l u z  u l t r a v i o l e t a  e s  un mdtodo 
de p u r i f i c a c i d n  repido  y con probabi l idades  de 6xi t0,dado gue de 
9 cepas i r r a d i a d a s  de 8 s e  obtuvieron subcu l t ivos  en condicidn 
axgnica . 
J 
.& 
L '  
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2 -  MODIFICACIONES EN -- EL PH DEL MEDIO g CULTIVO 
E l  cuadro N g  8 consigna 10s valores de pH f i n a l  de l  medio 
de cul t ivo a 10s 60 dfas .  Salvo en $1 caso de t r e s  cepas pertene- r, 
cientes  a l a s  Nobtocaceae: Nobfoc m U b C O R U m  (115 40 min 6) ;Nobtoc 
punctiboarne (90 20 min 7) y Nobfoc punctibme (90 75 min 5)en 
l a s  cuales e l  pH del  medio de cu l t ivo  a 10s 60 dIas  s e  mantuvo 
3 
cerca del va lor  i n i c i a l  (6,60, todas l a s  cepas r e s t a n t e s  ( i r r a -  
diadas y no i r rad iadas )  experinentaron un aumento en e s t e  pargme- 
t ro .  En algunos casos e l  pH l leg6  a valores super io res  a 9 ,  pr in-  
cipalmente en Scytonemataceae.: Scytonena ho6mannL (58 90 min 1) : 
9,26; T o t y p o t h k i x  tenuib (20) : 9,05; ~ o t y p o t h k i x  t enuib  (20 90 minl :I 
9,40; Totypothaix t e n u b  (79b) : 9,05; ToLypotMx tenuid ( 114b11~75minl); 
9,30 y Totypothaix t e n u b  (114b 90min 5): 9,05. 
En general en nuest ras  experiencias de l abo ra to r io  hemos ob- 
servado a l ca l in i zac idn  del  media de .cu l t ivo  en per5odos y condicio- 
nes seme jantes .  Dado que l a  informacidn sobre 10s productos ex t ra -  
ce lu la res  de cianofSceas e s  fragmentaria y escasa (Hellebust ,  1974), 
m l s  reducida atin e s  l a  r e f e ren t s  a las  var iaciones  de l  pH d e l  medio ' 
de cu l t ivo ,  de donde no hemos encontrado en l a  l i t e r a t u r a  una expl i -  
cacidn del  aumento de pH producido por e s t a s  a lgas .  
Por o t r a  pa r t e ,  Singh (1974) estudiando e l  e f ec to  del  pH 
sobre e l  creeimiento y l a  f i j a c i 6 n  de nitr6geno atmosferico de 
una especie de Aphanothece, no observe cambios en e l  pH de l  medio 
de cu l t ivo  durante 10s 30 d l a s  que dur6 l a  exper iencia .  --I L 
ZI 
L . .  
CUADRO Nc 8 : pH f in a l  del medio de cu l t  ivo 
Cepas Tiempos de Subcultivo pH 
irradiacidn axbnico N g  f ina l  
b i n )  
N O S T O C A C E A E  
0 
N o ~ Z o c  
m u b c o k u m  1 0 2 3 )  
N. m u b w k u m  
[ ;: 
0 
(Nb60a) 5 7 5  
0 
40  
40 
6 0 .  
N. m u b w m n  60 
(N= 1 1 5 )  7 5  
75  
90 
90 
90 
- 90 
I 0 20 20 20 20 20 
CUADRO Ng 8: pH final del medio de cultivo (continuaci6n) 
Cepas Tiempos de 
irradiacidn 
(min) 
Subcul t ivo 
axCnico NP 
pH 
final 
SC.YTOMU(ATAC EAE 
Scgtonemu 
h$nuuruLC ( N 2 1 3 a )  
s. ho$muwLC 
( N r  58) 
T o l y p o t h i x  
ten& ( N 2 2 0 )  
3- COMPROBACION DE LA CAPACIMD DE FIJAR N2 DE LAS CEPAS ESTUDIA- 
M S .  
-
Se comprobd l a  capacidad de f i j a r  N2 de 8 cepas o r i g i n a l e s  
pe r t enec ien tes  a l a s  f a m i l i a s  Nostocacaae y Scytonemataceae: 
N o ~ t o c  muscokurn (Ne 23, 60a y 11 5) , N o ~ t o c  p u n c ! t i 6 o ~ ~ m e ( N ~ 9 0 ) ,  
Scytonema hodmanni (Ng 13a y 5 8 )  y T o t # p o t h a i x  t e n u i s  (Ng20 y 
114b) debido a que cepas axenicas de l a s  c i t a d a s  especies  f i j a n  
nitrdgeno molecular.  La cepa T o t y p o t h h i x  t e n u i s  (NP 79b), p r e -  
suntivamente f i j a d o r a  de N2,  no pudo ob tener se  en condicidn bac- 
ter ioldgicamente pura.  
E l .  cuadro N g  9 muestra e l  rango de f i j a c i d n  de l a s  .cepas  
axenicas e s tud iadas  . 
Las Scytonemataceae r e s u l  t a r o n  me joaes  f i  jadoras  que l a s  
Nobtocaceae dado que e'l meximo v a l o r  de n i t rdgeno f i j a d o  en l a s  
cepas axenicas  corresponde a1 subcul t i v o  To2 ypothhix  t e n u i h  
(20 75 min 2) : 4,58 mg de N/100 m l  de medio de c u l t i v o  en 60 
dfas  y en segundo l u g a r  cua lqu ie ra  de l a s  cepas s i g u i e n t e s :  
~ o ~ # ~ o t h k i x  t e n u i h  (20 90 min 1) con un v a l o r  de 3.51 ToLypothk ix  
tens (114b 75min 1) con 3,41 y T o t y p o t h k i x  tenud4 ( 1  14b 90 min 7) 
con 3,22 mg de N/100 m l  de medio de c u l t i v o  en 60 d l a s  (Cuadro N04)., 
Tambien en l a s  cepas o r i g i n a l e s  no i r r a d i a d a s ,  10s mayores v a l o r e s  
de f i j a c i d n  s e  d ie ron  en l a s  Scytonemataceae. E l  mgximo obtenido 
corresponde a l a  cepa Scytonema hodmanni (NQ 58) con 7,93 mg. N/100ml 
de medio de c u l t i v o  en 60 d fas ,  (cuadro NQ3) y e l  segundo v a l o r  a 
T o l y p o t h h i x  Zenuih (NQ 79b) con 6,09 (Cuadro Ng 4) .  Los r e s u l  tados 
del  t ra tamiento  e s t a d i s t i c o  s e  d e t a l l a n  en e l  punto 7 de  Resul tados 
y Conclusiones. 
S i  bien l a s  e spec ies  e s tud iadas  ya han s ido  c i t a d a s  como f i j a  
doras por  d iversos  a u t o r e s ,  no todas  l a s  exper iencias  fueron  r e a l i -  
zadas en l a s  mismas condiciones (duracidn,  volumen de medio, i n t e n -  
s idad de l u z ,  temperatura,  e t c . ) ,  de donde r e s u l t a  muy d i f f c i l  com- 
pa ra r  nues t ros  v a l o r e s  con 10s de o t r o s  a u t o r e s  aQn p a r a  l a s  mismas 
. especies .  
CUADRO Nc 9 :  Capacidad d e  f i j a c i b n  de l a s  cepas  axdnicas  
e s t u d i a d a s  11 8 . 1 - 1:. 4 - 4>;F 
i 
I 
* .  ;. . 1 1 1  , v.. c. - I , 1 
- I w -  I l  4 
. I L  N f i j a d o  en mg de N/100 m l  de -' 
" t i  medio de  c u l t i v o  e n  60 dSas . ''4 Cepas axgnicas  d e :  
NOSTOCACEAE: 
SC YTON EMATACEAE 
Scytonema ho(rnannL(N! 1 3 a ) . .  . . . . . . . . . . . . . 2 , 2 9  
- ~~~, ~YQLM: -
Scytonema hobmannL(NQ 5 8 ) .  ............... 2 ,73  
.............. Tolypoth&ix t e n u i s  (Ng 2 0 ) .  . 3 , 5 - 4 , 5 8  . 
Watanabe (1959a),: con una cepa de Tolypothhix tenuis a i s -  
l a d a  de a r r o z a l e s  de Japdn, obtuvo un v a l o r  de f i j a c i d n  de 5,2 mg 
de N/100 m l  de medio de c u l t i v o ,  semejante a1 obtenido en e l  pre-  
s e n t e  t r a b a j o  con ToLypothhix tenuis (20 75 min 2) : 4,58 mg de 
N/100 m l  de medio. Ambas cepas pertenecen a l a  misma especie ,  
han s i d o  a i s l a d a s  d e l  mismo t i p 0  de h a b i t a t  (arroza1es)se u t i l i z d  
e l  mismo metodo de pur i f i cac idn  (U.V.), e l  mismo mdtodo para  l a  
d e t e m i n a c i 6 n  d e l  N f i j a d o  (micro-Kjeldahl) e i g u a l  perlodo de 
f i j a c i d n  (2 meses) en un medio mineral  s i n  N combinado. 
Con Nostoc mU6COhUm (Ng 23, 60a y 115) obtuvimos va lo res  
de 1,2 a 2,87 mg de N fijado/100ml de  medio en 60 d5as, mientras  
que A l l i s o n  e t  a l .  (1937) y Taha y E l  Refai  (1963) obtuvieron va- 
l o r e s  de 10 mg de N/100 m l  de medio en 45 d i a s  y 1,30 mg de N/SOn 
de medio en 50 d f a s  respectivamente.  Estos  a u t o r e s  usaron e l  m i s  
mo metodo de p u r i f i c a c i d n  ( i r r a d i a c i d n  con U.V.) y l a  misma t6cnic 
de determinacidn de l  N f i j a d o  (macro y micro Kj e ldah l  repectivamen- 
t e ) .  La cepa u t i l i z a d a  por Al l i son  e t  a l .  (1  .c . )  f u e  a i s l a d a  d e l  
sue lo .  
Bur r i s  y colaboradores (1943) y Williams y Burr is  (1952) 
de tec ta ron  f i j a c i d n  de ni t rogen0 por  e l  metodo de marcacidn con 
'N en o t r a s  cepas de Nodtoc mudcohum. 
No6toc puncti6ohme fue  c i t a d a  como espec ie  f i j a d o r a  de n i -  
trdgeno atmosfgrico por  Drewes en 1928, quien consign6 v a l o r e s  
de 2 y 2,98 mg de N/250ml de medio en  60 d l a s ,  segdn e l  medio 
de c u l t i v o  u t i l i z a d o .  Estos da tos  son semejantes a 10s o b t e n i -  
dos con 10s subcu l t ivos  axenicos de n u e s t r a  cepa: 0,71-2,97 mg 
de N/100 m l  de medio en 60 d fas .  Drewes p u r i f i c 6  su cepa a i s l a -  
da de s u e l o  con e l  metodo de pasa jes  sucesivos pa r  agar-medio 
mineral  (Harder, 1917 segdn Drewes, 1928). 
Watanabe y Kiyohara (1963) encontraron que cepas de No4toc 
puncti(onme a i s l a d a s  de d i s t i n t o s  l fquenes  pueden f i j a r  N2 t a n t o  
en estado libre como en simbiosis, utilizando "N y purificando 
10s cultivos mediante el uso combinado de bactericidas y antibi6- 
ticos. 
Laloraya y Mitra (segbn Watanabe, 1975a) obtuvieron para 
otra cepa de N o ~ t o c  punct idohme valores de fijacidn de 0,9 mg 
N/100 ml de medio en 35 dlas. 
Cameron y Fuller (1 960) aisl aron de biodermas provenientes 
de suelos Bridos y semi4ridos de Arizona una cepa de Scytonema 
h o d m a n n i ,  que fue posteriormente purificada por repetidos pasa- 
jes sobre placas de agar sin nitrbgeno. Dichos autores fueron 
10s primeros en citarla como especie fijadora de nitr6geno mo- 
lecular. La capacidad de fijacidn de nuestras cepas axenicas 
de Scytonema hodmanni (NQ 13a y 58) fue de 2,29 y 2,73 mg de 
N/100 ml de medio de cultivo an 60 dlas respectivamente. En un 
tiempo de cultivo menor (35 dlas) Laloraya y Mitra (segdn Wa- 
tanabe, 1975a) obtuvieron valores de fijacidn de 0,7 mg deN/100ml 
de medio de cultivo para la citada especie. 
4 -  CORRELACION ENTRE AUMENTO DE PESO SECO Y CAPACIDAD DE F I J A C I O N  
En 10s gr s f i cos  N P  1-3 s e  consignan e l  increment0 en e l  
peso seco de l a  masa a lga l  y e l  monto de N 2  f i j ado  a 10s 60 dfas  
de cu l t i vo  por l a s  cepas axdnicas de Nobtoc mubco&um(N2 23, 60a 
y 115) ; Nobtoc punctibokme (NQ 90) y para l a s  Scytonemataceae 
obtenidas respectivamente. 
Se encontr6 corre laci6n 3ineal  s i g n i f i c a t i v a  e n t r a  l a s  va- 
r i a b l e s  x= incremento de peso seco de l a  masa a lga l  e  y= monto 
de N Z  f i j a d o ,  para l a s  cepas a x h i c a r  de: i) Nobtocaceae, i i )  
Scytonemataceae y i i i )  Nobtocaceae y Scyto nemataceae, 2p < 0,05 
y coe f i c i en t e s  de corre lacidn r= 0,69; r= 0,89 y r= 0 ,86  respec- 
tivamente . 
Por e l  metodo de cuadrados mxnimos s e  calculd l a  r ec t a  yP 
+ + 
ax+ b con a =  0 ,02  - 0,008 y b- -0,20 - 4,30 para l a s  Nobtocaceae; 
+ + 
a= 0,03 - 0,01  y b=-1,24 - 5,25 para l a s  Scytonema~aceae y a= 
+ + 0,03 - 0,005 y b= - 1 , 2 2  - 3,59 para Nobtocaceae + Scy.tonema.taceae, 
Estos i n t e rva los  s e  determinaron con un 95 1 de confianza. 
Dado que hemos es tablecido una corre lacidn l i n e a l  s i g n i f i -  
c a t i va  e n t r e  l a s  va r i ab l e s  mencionadas, podemos conclui* que 
cuanto mayor s ea  l a  capacidad de f i j a c i d n ,  mayor s e r6  l a  produc- 
t i v idad ,  Por l o  t an to  e l  monto de N f i j a d o  podrla tomarse como 
una medida de l a  producttvidad en l a s  cepas axdnicas de l a s  dos 
fami l ias  estudiadas.  
No hemos encontrado en l a  l i t e r a t u r a  antecedentes de e s t e  
t i po  de es tud io .  
GRAFICO NO- 1 :  Aumento de peso seco de l a  mass a lga l  y N2 f i jado,  en 60 dias  
por l a s  cepas axgnicas de Nohtoc mUhC0kUm ( 2 3 , ,  60a y 115),  
No&tocaceae. 
*minutos de irradiacidn con U.V. 
**Ng de subcultivo 
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Peso seco en 60 d 
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GRAFICO NO 3: Aumento de peso seco de l a  masa algal  y N2 f i jado ,  en 60 dfas por l a s  
cepas axdnicas de Scytoncma ltodmanni ( 1  3a y 5 8 ) y  ToLypotlth(x t e n u b  
420 y 114 b) , Scytoncmataccae. 
minutds de irradiaci6n con U . V .  
**NQ de subcultivo. 
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' ' 5-  SELECCION DE CEPAS CON MAYOR CONTENID0 PROTEICO 
. 
- 1 I : . '  .:, ; I! 
E l  increment0 constante de l a  poblacidn mundial y ' l a  insu-  I 
f i c i e n t e  d i spon ib i l idad  de una adecuada provisidn de a l imentos ,~  
principalmente p ro te icos ,  ha planteado l a  urgente necesidad de I 
buscar o t r a s  fuentes  de p ro te inas ,  que junto a un elevado va lo r  
bioldgico y f i c i l  manejo de o b t e n c i h ,  puedan s e r  producidas a 
bajo costo como para s e r  acces ib les  a l a  gran masa de l a  poblacidn 
En l a  bdsqueda de nuevas fuentes  de p ro te lnas ,  l e s  correspon 
dd a l a s  a lga s  un lugar  destacado. Desde l a  antiguedad y principal-  1 
mente en 10s passes o r i e n t a l e s ,  d ive rsas  especies  marinas s e  han 
u t i l i z a d o  en l a  alimentacidn hwnana. Jap6n marcha a l a  cabeza de 
10s passes consumidores de a lga s ,  l a s  cuales  l legan a represen ta r  I 
hasta  un 25 % de l a  d i e t a  d i a r i a .  I' ' .-- .- . 4 ( ! -  
! .  I I  Dentro de l a s  cianofsceas u t i l i z a d a s  en l a  al imentaci6n s e  
conoce una dnica especie  marina: Bnachytaichia quoyi que abunda 
I 
en Taiwan (Formosa). Con respecto  a l a s  de aguas con t inen ta les  
podemos c i t a r  va r i a s  especies  de l  genero Nodtoc ( N o d t o  c commune, 
Nobtoc ve~~ntucobum, Nobtoc edule,  Nod t o c  ellipaodpoaum, Nobtoc 
' sphae*icum y Nodtoc pnunidontme) , SpiauLina maxima, Aphanotkece 
dtagnina, Pho*midium tenue y Chkoo coccud tu*gidud (Halperin,  1 9 7 1 )  . 
Sdlo de algunas de e l l a s , s e  dispone de l  v a l o r  de l  contenido pro-  
t e i co .  .. p " g , ~ n >  1 , ? , ,  
L - .d. .P. , < 2 
- 1 1  ' P,:,. 
E l  "cushuro" nombre indlgena que agrupa v a r i a s  especies  de 
a lgas  azules  (kodtoc commune, Nostoc bphaeaicum y Nod&oc p*unidokm~) 
y u t i l i z a d o  como aliment0 en l a  regidn a l to-andina ,  fue estudiado 
por Aldave Pajares  en 1969. E l  a n a l i s i s  qulmico de Uodtoc 4phae*icu 
y Nostoc paunibotme ind ica  yn 48 ,8% de protefnas .  I 
, ,  - , ,  G X :  T> - I .G 
Para Nosxac commun'e ' var .  d..&qe&eGoams, con e l  que s e  PrePa- 
r a  un p l a to  budis ta  famoso, Chapman (1950) determind un 2 0 , 9  % 
1 I de p ro te inas  .gj:\ , 1. 4: I I 
' I .. . . 
I ' . i y m q  
I 8 .'. .. . t  . , *  
I . . .  
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SpiauLlna maxlma, una especie  u t  il izada  d e s t e  tiempos re- 
motos por  algunas t r i b u s  de Chad (Afr ica)  t i e n e  un 63-68 $ de 
protexnas (Clement e t  a l . ,  19681, 
En Japbn, desde hace muchos afios, se consume una especie  
con t inen ta l :  Apkanotkecb 4tagnLna. Respecto de l a  composici6n 
p r o t e i c a  de e s t a  especie ,  Namikawa (1906-08), l e  as igna  24,75 % 
de pro teIna  d e l  peso seco. Por nues t ra  p a r t e ,  determinamos e l  
contenido p ro te ico  de una cepa de Aphanothece ~ t a g n i n a  (40e) en 
condicidn un ia lga l ,  a i s l a d a  de 10s mismos a r r o z a l e s  de Argenti- 
na que l a s  cepas u t i l i z a d a s  en e l  presen te  t r a b a j o ,  Se h a l l 6  
un v a l o r  de 36 % a 10s 38 dfas  (Halperin e t  a l . ,  1974). 
En e l  presente  t r a b a j o  se ha r a a l i z a d o  l a  se lecc idn  de ce- 
pas  con mayor contenido p ro te ico ,  inquie tud  s u r g i d a  durante  e l  
a n a l i s i s  de 10s datos  obtenidos,  con 10s s i g u i e n t e s  r e su l  ta -  
dos: 
a -  No t r a t a d a s  con l u z  U . V . :  e l  d x i m o  v a l o r  de contenido 
p ro te ico ,  48,5$se obtuvo en Scytonema hodmannL (N* 58). La d i -  
feoencia  e n t r e  e s t a  cepa y las  o t r a s  ocho es tudiadas ,  r e s u l t 6  
muy s i g n i f i c a t i v a  ( p <  0,01). 
b- Tratadas con luz  U , V ,  (axbnicas) :  10s e s t u d i o s  e s t a d l s -  
t i c o s  ( t e s t  de Tuckey) indican  que e l  maxim0 contenido p ro te ico  
se da en l a s  s i g u i e n t e s  cepas: 
Nohltoc punatiboame (90 20 min 7) ................. -33,691; 
N o ~ t o c  punctiboame(90 20 min 3) ................... .30,19%; 
N o ~ t o c  mu4coaum (23 90 min 3 ) .  .................... .29, 75%; 
.................... No6ltoc mu~cohum (60a 75 min 3).  .29,87%; 
........ No4toc mu~coaum (115 60 min 2 )  . . . . . . . . . , . . .29,44%; 
...................... Nostoc mu~coaum (115 75 m i n 4 )  30 1; 
Totypolthaix t e n u h  (1 14b 75 min 1 ) .  ................ .29,94%; 
................. Totypothaix t e n u L ~ ( 2 0  75 min 2) ,..32 S ;  
Totypothaix tenui4  (20 90 min 1 ) .  .................. .32,69%. 
Esto e s  debido a que no hay d i f e r e n c i a  s i g n i f i c a t i v a  en- 
t r e  10s v a l o r e s  de contenido p ro te ico  de N o ~ t o c  pumtidokrne 
(90 20 min 7) y l a s  otho cepas a n t e s  c i t a d a s  y s f  e n t r e  N o ~ t o c  
puncU6o&me (90 2 0  min 7) y las r e s t a n t e s  cepas axenicas  . 
De acuerdo a 10s r e s u l  tados obtenidos , Scytonema ho dmanni 
(NP 58) e s  una espec ie  promisoria en l a  alimentacidn ya que su 
contenido p r o t e i c o :  48,s S ,  es  semejante a1  de especies  ya u t i -  
l i z a d a s  como al imento,  s i  bien a€in no ha s ido  probada con t a l  
f i n ,  n i  s e  ha determinado su  v a l o r  b io lbgico .  
Con respec to  a c i anof iceas  en condici6n ax6nica, no tene-  
mos da tos  bib1 iogrhf  i c o s  que indiquen va lo res  de contenido pro- 
t e i c o  determinados en dicha condicidn; por l o  t a n t o  10s va lo res  
ha l lados  p a r a  nues t  r a s  cepas s e r f  an 10s primeros d isponib les  . 
!mr :r s IF 
I: I I 
a. , 
NCIA - DEL TRATAMIENTO CON LUZ U.V. SOBRE EL CONTENIDO 
---
PROTEICO (&  N x 6,25). 
Para e s t u d i a r  estadfst icamente sL hay d i f e r e n c i a  en e l  
contenido p ro te ico  e n t r e  las capas t r a t a d a s  y no t r a t a d a s  con 
l u z  U.V., y s i  e l  tiempo de i r r a d f a c i d n  afecta dicho parsme- 
t r o ,  se  consideraron l a s  cepas .de Nohtoc puncU6osrne (Ne go), 
N o ~ t o c  muhcokum (NQ 115) y Totypothdfx t e n u a  (Na 114b) las  
cuales  cuentan con may 
10s r e s u l t a d o s  e s t a d f s t i c o s  obtenidos con.  r e s p e c t o  a l .  porcenta je  - xf 
de n i t rggeno de l a  masa a l g a l .  - L d  
N n  10: A n a l i s i s  de var ianza 
Fuente de 
va r i ac idn  
Diferencia  
e n t r e  cepas 
Diferencia  en- 
t r e  6 tiempos 
(0-20-40-60- 
75 y 90 min) 
Diferencia  en- 
t r e  t r a t a d a s  
y no t r a t a d a s  
con U.V. 
Diferencia  en- 
t r e  5 tiempos 
(20-40-60-75 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
l i b e r t a d  
Cuadrado 
media 
1,49405 2,68959 no sign. . I
La d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  po rcen ta je  de N de l a s  cepas de l a s  
f i c a t i v a ,  mientras que l a  d i ferencia  en t re  l a  media d e l  porcen- 
t a j e  de nitrbgeno de l a s  algas t r a t adas  y no t ra tadas  con U.V., 
es  s i g n i f i c a t i v a  (F 1,281: 7,56; p<0 ,05 ) .  
E s  d e c i r  que l a  i r radiaci6n con luz  U.V. reduce s ign i f i ca -  
tivamente e l  porcentaje de nitrdgeno y por ende e l  contenido pro- 
t e ico .  Esto podrfa deberse a1 hecho de que l a  l u r  U.V. i n t e r f i e -  
r e  l a  sxn te s i s  de prote4nas y produce inactivacidn de enzimas 
(Smith, 1977) . Sin de ja r  de considerar que a1 eliminar l a s  bac- 
t e r i a l  f a l t a n  l a s  interacciones de ds tas  con e l  a lga  que podrfan 
aumentar e l  contenido proteico,  por ejemplo por represidn y des- 
represibn.  
En l a s  condiciones de nuestra experiencia, no hay diferen- 
c ias  e n t r e  l a s  medias del  porcentaje de nitrbgeno en 10s d i s t i n -  
t o s  tiempos de i r rad iac idn  empleados (20, 40,  60, 75 y 90 minuto$. 
Por l o  t an to  10s 90 min de i r rad iac idn  serxan 10s que permiten ob- 
tener  e l  mayor nGmero de s u b c u l t i v o ~  axdnicos con e l  mismo efecto  
sobre e s t a  c a r a c t e r f s t i c a  que tiempos de i r rad iac idn  menores. 
E l  cuadro Ng 11 consigna 10s valores  promedio de l  conteni- 
do prote ico  para cada tiempo de i r rad iac idn  en l a s  cepas antes  - -  4 
mencionadas. 1; - - i n  , ," :dl . t E m & i f i  . L?: L . 
1 ' .  .. . 4 - .  
Dada que no hay datos b ibl iogrdf icos  sobre e l  contenido . - 
prote ico de c ianof lceas  en condicidn axbnica, consideranos que 2" - 
I .. 1 bste  s e r l a  e l  primer estudio e s t ad i s t i co  comparativo de dicho 
,I 
valor  en cepas axgnicas y no axgnicas'. 
h-. . 1 
Nc 1 1  : Contenido proteico (%) . Valores promedio para2 
_I ; IH . cada cepa y tiempo. 
I 
... ' - - b  
Cepas ~ i e n p o s  de irradiacibn (min) 
0 20 4 0  60  75 90 
N o ~ t o  c puncti6okme(90) 34,94 28.18 20,11 - 18.19 2 0 , 2 6 ,  
: no s e  obtuvieron cepas axbnicas. 
7- SELECCION DE CEPAS BUENAS FIJADORAS DE N 2 ,  
da el; l a  cepa S c y t o n c n a  k o / m a m i  (NP 58) con un va lor  de 7,93 mg 
de N/100 m l  de medio de cu l t i vo  en 60 d las ,  dado que l a  d i feren 
c i a  en t r e  e l  valor  de e s t a  cepa y  e l  de cada una de l a s  o t r a s  8 
e s  s i g n i f i c a t i v a  a1 1 I ( t e s t  de Tuckey ). E l  segundo va lor  co- 
rresponde a  T o L y p o t h / r i x  t e n u i h  (Ng 79b): 6,09 mg de N/100 m l  de 
medio en 60 d ia s ;  l a  d i fe renc ia  en t r e  e s t a  dltima y  cualquiera 
de l a s  7 r e s t an t e s  e s  s i g n i f i c a t i v a  ( t e s t  de TucBey, . p  < 0,01); 
b- Cepas i r rad iadas  (axbnicas):  e l  m8ximo correspcnde a  
T o t y p o t h k i x  t e n u i d  (20 75 min 2) dado que l a  d i fe renc ia  en t r e  
e l  valor  de f i j a c i d n  de e s t a  cepa (4,58 mg de N/100 m l  de medio 
en 60 d las )  y e l  cada una de las o t r a s  39 e s  s i g n i f i c a t i v a .  
' . '  . 
( t e s t  de Tuck'ey , p < 0,01). 1 * yir ' - . .  d ? A .  
E l  segundo Valor corresponde a  l a s  e iguientes  cepas de 
T o t y p o t h k i x  t e n d & :  20 90 min 1 con 3,50 mg de N/100 m l  de medio 
e n 6 0  dPas; 114 b  75 min 1  con 3,41 y  114 b 90 min 7 con 3,22. 
Las d i fe renc ias  en t r e  e l l a s  no son s i g n i f i c a t i v a s  per0 s l  son 
s i g n i f i c a t i v a s  l a s  d i fe renc ias  en t r e  e s t e  grupo y l a s  r e s t an t e s  
( t e s t  de Tkckey, p <  0,01) cuyos viPlorres de f i j a c i d n  van de 0,71 
a  2 ,97mgdeN/100ml  d e m e d i o e n 6 0  dfas..!; 331 
@ g, !.. 1 I 14 - Los valores  de f i j a c i b n  obtenidos bin' s ido  comparados Lon 
10s c i tados  en l a  l i t e r a t u r a  
Resul tados Y Conclus iones . 
por o t ros  au.tores en e l  punto 
8- . INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON LUZ U.V. SOBRE LA CAPACIDAD DB 
FIJACION 
' I 
m .  
l i . l  !. 1 -. 
Se analizaron e s t a d ~ s t i c u e n t b  ' i a s  cepas con mayor ntimero 
de datos: Nodtoc p u n c t f ~ o ~ m e  (We ~ O ) . # O ~ . ~ O C  n1~6~0 l tun  (Nf 115) Y 
ToCypothix t e n u b  (NQ 114b). B1,cuadro Ng 12 indica  10s r e su l -  
tados es tadfs t i cos  con respecto a1 N f i j ado  y el Ne 13 10s datos 
promedio de f i j a c i d n  d'e N para cada tiempo de i r r ad i ac idn  con U.V 
Diferencia en- 5,01703 
t re  .cepas 
Diferencia en- 
75 y 90 min) 
Diferencia en- 
en las  cepas mencionadas. 
CUADRO Ne 12 : Andl is is  de varianza 
Riente & Suma de Grades da atadraQ 
variacidn cuadrados libertad medio F 
I '  I 
tntratadaS 11,19008 1 -  .I1 Y m tratadas 
Diferencia en- 
y 90 min) 
o para c/cepa y tiempo de i -  
2,38 1,42 - 
2,65 2,57 2,70 
. I - -  
' I1 & 
o s  v a l o r e s  de f i j a c i d n  de l a s  
cepas ana l i zadas  son muy s i g n i f i c a t i v a s  (F 2,28=9,49; p < 0 , 0 0 1  
Lo mismo ocur re  e n t r e  l a s  no i r r a d i a d a s  y l a s  t r r a d i a d a s  axenicas  
Ladas ax€- - 
- 
n i c a s  con respecto  a l a s  o r i g i n a l e s  puede deberse:  1- a 1  ePecto 
mutagenic0 de l  U.V.sobre e l  DNA a l g a ;  2 -  a l a  e l iminacidn de 
contaminantes bac te r i anos  no f i j a d o r e s ,  l o  que podrxa impl icar  
l a  p6rdida de i n t e r a c c i o n e s  a l g a - b a c t e r i a  que favorec ie ran  l a  f i- 
jac idn  de N2 por p a r t e  de l  a l g a  y 3-  a l a  e l iminacidn  de conta-  
. .. , 
.J: 
I 
I 
; d I I I ' 1 / 1 1 -  
minantes f i j a d o r a s  y en e s t e  caso e l  monto t o t a l  ser5a Ibgica-  
-8 I . 
mente menor. , j j l .  i f  t I 1,; 7 I 
I 1  41 Tambien son s i g n i f i c a t i v a s  l a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  10s va- 7.- rn 7 l o r e g  de f i j a c i d n  obtenidos a 10s d i f e r e n t e s  tiempos de i r r a d i g  
c i6n  empleados (F 4,28= 2,83; p <0,05) .  Pero dado que no se 
observa una disminuci6n marcada a medida que aumenta e l  tiempo 
de i r r a d i a c i b n ,  no podemos asegurar  que a mayor i r r a d i a c i d n  
con U.V., mayor sea  e l  daAo producido con respecto a l a  ca rac -  
t e r s s t i c a  estudiada.  Dado que s e  obtuvieron subcul t ivos  a x e n i  L-: 
cos con 20 min de i r r a d i a c i 6 n  s 6 l o  en l a  cepa Nodtoc  puncU$mme 
(Ne 90) y no tenemos representantes  de l a s  o t r a s  dos cepas es- 
tudiadas  e s t ad i s t i camente  (Cuadro NP 6 ) ,  consideramos que e s t e  ' % -  
v a l o r  no s e r I a  muy representative, aunque muy probablemente s e a  
e l  responsable de l a  d i f e r e n c i a  obtenida en e l  a n a l i s i s  de va r i ag  
za de 10s d i s t  i n t o s  tiempos de i r r a d i a c i b n .  Consideramos ademss 
que no hay d i f e r e n c i a  e n t r e  10s d i s t i n t o s  tiempos de i r r a d i a c i b n  
desde 40 min has ta  90 min y por  l o  t a n t o  e l  mejor tiempo s e r l a ,  
coma en e l  caso d e l  contenido p r o t e i c o ,  90 min, lapso  de i r r a d i a -  
c i6n  que asegura un buen porcen ta je  de cepas axbnicas. Estos  r e -  
su l t ados  podrian deberse a que estamos en l a  dos is  msxima a 
de 4 0  minutos 11. .I - ' ,. I , - -h  L. &- 
d 8  5--' 
suponer gue l a  dos is  ap l i cada  no e s  El;.; 
proporcional  a l a  d o s i s  e f e c t i v a .  Esto puede deberse a que e s  
f a c t i b l e  que algunas c 6 l u l a s  c i rcuns tancia lmente  mas p r o t e g i d a s  
por e l  mucllago o por  o t r a s  capas c e l u l a r e s  o por  o t r o s  f a c t o r e s ,  
no r e s u l t e n  afec tadas  y crezcan posteriormente,  
Cabe sefialar que en todos 10s casos s e  i r r a d i 6  una poblacf -1. 
En e s t a s  condiciones e s  muy probable que s e  hayan dado mutaciones 
en d i s t i n t a s  d i recc iones  para  10s d i f e r e n t e s  i n t e g r a n t e s  de l a  pa 
b lac idn  independientemente de l a  edad o de l  es tado f i s i o l b g i c o .  El 
r e su l t ado  f i n a l  serPa l a  suma de 10s e f e c t o s ,  no s iguiendo necesa- 
riamente una tendencia l i n e a l .  :.:,-I 1 
Dado que l a  d i f e r e n c i a  en e l  Nt f i j a d o  e n t r e  l a s  cepas no 
I 1  I l l ,  
I k12iiib i r r a d i a d a s  y l a s  i r r a d i a d a s  axenicas  e s  muy s i g n i f i c a t i v a  (Cuadx- 
I Nn 12), podemos concluir que si bien l a  luz U.V. no anula l a  ca. 
I '  
 acida ad de f i j a r  N2,  l a  redu.ce considerablemsnte (Cuadro N P  13) 
Puesto que l a  condicidn axenica es  indispensable para compmbar 
dicha propiedad f i s io ldg ica ,  l a  pur i f icsc idn de 10s cu l t ivos  con 
l u z  U.V. e s  adecuada para e s t e  prop6sit0, no as5 para determintr 
e l  valor  de f i j ac ibn .  4 . .C 
, , . .  -1:::Ii - l lJol 
btener un valor  d s  aproximado podrsa r ecu r r i r s e  po 
ot ros  metodos de pur i f icacidn que en general,  en 
e l  caso de l a s  cianoflceas,  son largos y tediosos y con pocas 
probabilidades de (xi to .  Estos mbtodos a1 no dafiar e l  DNA, darlan 
un va lor  m l s  aproximado, siempre y cuando l a  disminucidn de l a  
capacidad de f i j a c i d n  no s e  debiera principalnente a l a  e l i a ina  
L -dl . - 
I cidn de l a s  bac te r ias  contaminantes. L -  - 
. =-  I,j 
- 
. . 
Estas consideraciones destacan que l a  eliminaci6n de conta- 
minantes aunque &too no Sean f i j adores ,  sea  por U.V. o pot cual- 
quier  o t ro  metodo, no nos asegura que e l  valor  de f i j a c i b n  obte 
nido corresponde a1 de l a s  condiciones na tura les ,  dado que en to -  
puedrn modif i c a r  l a  capacidad 
. . .  . d I s l l f .  - . :. - 
1 va lor  de f i j a c i d n  de uqa 
cepa dada s e r l a  a i s l a r  sus  contaminantes y es tab lecer  l a  posi-  
' 1 b l e  capacidad de f i j a c i d n  de l o r  mismos. En e l  caso de no haber 
contaminantes f i j ado re s  e l  valor  de f i j a c i d n  obtenido a n ive l  
1 unia lgal  serxa e l  mas prdximo a1  r e a l  en esas  condiciones. 
no s e  t r a t a  de medir e l  va lor  r e a l  de f i j a c i d n  l o  cual e s  p r s c t i -  
mi. a>.-; . ' 1 :  , . # .  -. .* . - I1 I 
De acuerdo a  l o  expuesto hemos logrado 40 cu l t ivos  axbni-. 
l a  ef icac ia  de e s t e  mdtodo de pur i f icacibn,  su rapidez, manipu- ' 
con 90 min s e  obtuvo e l  4 0  1 de 10s subcult ivos axenicos con un ' 
buen porcentaje de v iab i l idad  (66.66 %) .
. , La v iab i l idad  fue muy poco afectada por l a  i rradkacibn ya 
que de 720 subcultivos i r radiados  c r ec i6  e l  75 1, siendo mayor : .  
f i e r e  que l a s  cepas estudiadas son muy r e s i s t e n t e s  a1 U.V., ca- 
ademss de poseer ca rac te rXs t i ras  morfol6gicas pecul iares .  
y  en e l  monto de f i j a c i d n  de N2 de l a s  cepas estudiadas,  reduc- 
cidn que puede deberse a l a  acci6n dele tgrea  de l a  i r r ad i ac idn  
a l iaentacidn.  Tal e s  e l  casp de Scydonema hodmanni (58) con 
' , q , '  
48,s % de contenido prote ico .  Serb de i n t e r &  es tud ia r  en e l  
futuro e l  balance de sus aminodcidos esencia les  a f i n  de e s t a -  
blecer  e l  valor  n u t r i t i v o  de e s t a  posible  fuente no convencio-,.- 
. - 
.. , - nal de prote lna .  $-:?i 
I ' 
. No6tocaceae y Scgtonemataceae, siendo e s t a  61 timas me jores 
f i j adoras  de N2.  J . ~ , ~ - I .  8 1 1 1 '  ' I - , -  R ,L;l 
t .4.~' , ' - Ill 
Se han seleccionado, a n ive l  axenico y no axenico, cepas 'r 
buenas f ija.doras con miras a su  apl icacidn en l a  agr icul tura  
como b i o f e r t i l i z a n t e s  t a l e s  como Scgtonema ho dmanni (Nn 58) 
con 7.93 mg N/100ml de nedio de medio de cu l t i vo  mineral en 
60 dfas en condicidn unialgal  s i n  i r r a d f a r  y Totypothkix tenuL4 
(20 75 min 2)  con 4,58 mg N/100 m l  de medio en e l  mismo tiempo 
y en condicidn axenica. E l  valor  de f i j a c i d n  de e s t a  Gltima 
e s  s imi l a r  a1 de o t r a  cepa de ToLypoth&ix t e n u b  (5 ,2  mg N1100 
a1 de medio mineral en 60 dfas)  u t i l i z a d a  por Watanabe en arroz& 
l e s  de Japdn con excelentes resultados como abono verde. 
S i  bien l a  obtencibn del cu l t ivo  axenico e s  indispensable 
para asegurar  fehacientemente l a  capacidad de f i j a c i d n  de una 
cepa, dado que 10s resultados obtenidos indican un mayor valor  
para l a s  o r ig ina l e s  s i n  i rradiar . ,  son e s to s  c u l t i v o s  10s que 
conviene u t i l i z a r  para obtencidn de b i o f e r t i l i z a n t e s .  Ademds 
e l  empleo de cepas no ax6nicas implica por supaestos una ma- 
yor simplicidad en e l  manejo de l a s  mismas y un menor costo 
de produccibn. Cabe sefialar 'por  o t r a  p a r t e  que una vez incor- 
poradas a1 suelo no se  puede asegurar que s e  mantenga e l  valor  
de f i j a c i d n  determinado en e l  l abora tor io ,  puesto que l a s  a l -  
gas es ta rdn  su j e t a s  a l a s  in teracciones  con 10s o t r o s  organis-  
m t-!, 
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